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略号・記号 
 
1) 抗菌剤 
Ap  ampicillin 
Cm  chloramphenicol 
Gm  gentamicin 
Km  kanamycin 
Nal  nalidixic acid 
Sp  spectinomycin 
Tc  tetracycline 
 
2) 試薬 
ATP  adenosine-5’-triphosphate 
APS  ammonium persulfate 
BCIP  5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate 
Bis  N,N'-methylene-bisacrylamide 
BSA  bovine serum albumin 
BSG  PBS-containing gelatin 
CBB  coomassie brilliant blue 
CIAA  chloroform / isoamyl alcohol 
DMEM  Dulbecco's modified Eagle's medium 
DOC  deoxycholic acid 
dNTP  deoxiribonucleotide 
DTT  dithiothreitol 
EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 
FBS  fetal bovine serum 
HBSS  Hank's balanced salt solution 
HEPES  [4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid 
IPTG  isopropyl-thio-β-D-galactoside 
NBT  nitro blue tetrazolium 
PB  phosphate buffer 
PBS  phosphate-buffered saline 
PEG  polyethylene glycol 
PVDF  polyvinylidene difluoride 
RNase  ribonuclease 
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SDS  sodium dodecyl sulfate 
TAE  Tris-acetate-EDTA 
TBE  Tris-borate-EDTA 
TEMED  N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine 
TCA  trichloroacetic acid 
TE  Tris-HCl / EDTA 
Tris  tris(hydroxymethyl)aminomethane 
β-ME  β-mercaptoethanol 
 
3) 培地 
L agar  Luria agar 
L broth  Luria broth 
 
4) 菌種 
E.coli   Escherichia coli 
serovar Typhimurium Salmonella enterica serovar Typhimurium  
 
5) その他 
aa  amino acid 
bp  base pairs 
CFU  colony forming unit 
Da  dalton 
DNA  deoxyribonucleic acid 
His-tag  histidine tag 
HSP  heat shock protein 
Kb  kilobase pair 
LMW  low molecular weight 
moi  multiplicity of infection 
Mw  molecular weight 
OD  optical density 
o/n  overnight  
ORF  open reading frame 
PAGE  polyacrylamide gel electrophoresis 
PCR  polymerase chain reaction 
RNA  ribonucleic acid 
rpm  revolutions per minute 
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SPI  Salmonella pathogenicity island 
TTSS  type three secretion system 
UV  ultraviolet 
WT  wild type 
 
一般的な試薬については適宜分子式を用いて示した。 
核酸塩基については一文字表記による略号を用いた。 
アミノ酸については一文字表記または三文字表記を用いた。 
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序論 
 
生物はその生活の中で周囲の環境から多くのストレスを受けるが、これらを回避し自身を
守るために様々な手段を有している。その中で、全ての生物が共通に有するのがストレスタ
ンパクであり、生育温度の急激な変化などのストレスに応答して発現誘導される。ストレス
応答の研究は、「熱ショックによって新たに生じるショウジョウバエの唾液腺染色体パフの発
見」【Ritossa, 1962】に始まり、熱ストレスに対して数多くの研究がなされてきた。熱ストレ
スによって特異的に誘導される一群のタンパクは、熱ショックタンパク（heat shock protein; 
HSP）と名付けられたが、その後 HSP は熱だけでなくその他様々なストレスによって誘導さ
れることが明らかにされ、ストレスタンパクと呼ばれるようになった【Van Bogelon et al., 
1987】。さらに、非ストレス時においても基底レベルのストレスタンパクが細胞内に存在して
おり、ストレスタンパクはストレス回避だけでなく細胞の恒常性維持においても重要な役割
を果たすことが明らかとなった【Georgopoulos et al., 1994】。ストレスタンパクは、原核生
物から真核生物に至るまで広く保存されている。原核生物では、分子シャペロンとプロテア
ーゼに大別される。分子シャペロンは一般に新生タンパクの折りたたみ、変性タンパクの修
復や凝集阻害、タンパク複合体の会合や解離、タンパクの膜透過介助等の様々な機能を持ち、
タンパクが正常な機能を発揮するのを介助する【Hartl, 1996; Agashe and Hartl, 2000; Hartl 
and Hayer-Hartl, 2002; Pratt and Toft, 2003】。プロテアーゼは、変性タンパクや正しくフ
ォールディングされなかったポリペプチド鎖などを分解する他、特定の生理的基質タンパク
を認識・分解することによりその細胞内量を適切なレベルに調節して様々な生命活動に関わ
る【Gottesman, 1996; Goldberg, 1992; Maurizi, 1992】。 
原核生物では、E.coli においてストレスタンパクの機能解析が最も進んでおり、分子シャペ
ロン DnaK、GroEL やプロテアーゼ Lon、ClpAP、ClpXP、HslVU、FtsH などが同定され
ている。ストレスタンパクの誘導は転写レベルで制御され、その細胞内量は厳密に調節され
ている【Tomoyasu et al., 1998】。亜致死的な熱ストレス（42℃）を与えると、ほとんど直ち
にストレスタンパクの合成が誘発されるが、その誘導は一時的であり、間もなく減衰し定常
状態となる【Yura et al., 1993】。これはストレスタンパクの発現が RNA ポリメラーゼホロ
酵素成分である転写因子σ32によって正に制御された後に、産生されたストレスタンパクによ
ってσ32が負のフィードバック制御を受けるためである【Tomoyasu et al., 1995; Gamer et al., 
1996】（Figure i）。 
ストレスタンパクをコードする熱ショック遺伝子は、5’上流に共通の特異的プロモーター
配列（熱ショックプロモーター）を有しており、σ32によって認識されてその転写が開始する。
熱ショック遺伝子はゲノム上の様々な位置に存在するが、σ32によって発現が制御される一群
の遺伝子であることからσ32 レギュロンと呼ばれる。熱ショックを受けると、σ32 をコードす
る rpoH 遺伝子の転写活性及び翻訳活性が促進される。同時に、通常は不安定なσ32が安定化
される結果、σ32レギュロンの発現が誘導される【Morita et al., 2000】。産生された DnaK あ
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るいは GroEL がσ32と結合すると、σ32ホロ酵素の形成が阻害されるため、σ32レギュロンの
発現が抑制される【Tomoyasu et al., 1998; Guisbert et al., 2004】。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
細菌感染時には、細菌と宿主の双方がストレスに曝される。細菌側から見ると、宿主侵入
時の環境変化や、宿主の防御反応がそれにあたる。細菌感染時の最初の防御反応は、自然免
疫応答であり、マクロファージなどの食細胞による殺菌機構である。多くの細菌はマクロフ
ァージに貪食された後、殺菌・消化されてしまう。しかし、この殺菌機構を回避し、場合に
よってはマクロファージを住み心地の良い環境に変えてその中で増殖する能力を備えた細菌
がいる。この様な細菌は、細胞内寄生細菌と呼ばれており、Salmonella 属【Buchmeier and 
Heffron, 1991; Groisman et al., 1992; Groisman and Ochman, 1997】、Yersinia 属【Une, 
1977; Tabrizi and Robins-Browne, 1992; Starley et al., 1993】、Legionella 属【Horwitz, 
1984; Horwits and Maxfield, 1984】、Listeria 属【Sheehan et al., 1994】、Mycobacterium
属【Armstrong and Hart, 1975】等が含まれる。マクロファージに貪食された細胞内寄生細
菌内では、マクロファージ内生存に必要な様々なタンパクの合成が誘導される。これらは
MIPs（macrophage induced proteins）と呼ばれ、DnaK、GroEL などのストレスタンパク
が含まれることが Salmonalla【Buchmeier and Heffron, 1990】、Yersinia【Yamamoto et al., 
1994】、Legionella【Abu-Kwaik et al., 1993】、Brucella【Lin and Ficht, 1995】等で報告
Fugure i. Regulatory circuits of the σ32 regulon in E.coli 
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されている。このことから、ストレスタンパクはマクロファージ内環境下で生じる変性タン
パクの再生・除去を行うことで細胞内恒常性の維持に関わっていると考えられる。又、細胞
内寄生細菌の病原性は、主に食細胞内殺菌機構からの回避と食細胞内増殖能にあると考えら
れており、マクロファージ内で発現誘導されたタンパクが病原因子として働く可能性を考え
ることができる。当研究室ではこれまでに、上述の仮説をもとに検証を行いストレスタンパ
クがサルモネラの病原性発現に重要な役割を果たしていることを明らかにしてきた
【Yamamoto et al., 2001; Takaya et al., 2003; Takaya et al., 2004】。 
サルモネラ属細菌はヒトに軽微な腸炎から重篤な全身感染まで幅広い病気を引き起こすグ
ラム陰性の病原細菌である。21 世紀の今日においても世界で年間 2000 万人がチフス性疾患
に感染し、20 万人が死に至っている【Crump et al., 2004】。又、非チフス性サルモネラ感染
症による急性腸炎の患者数は年間 1 億 3000 万人にものぼるとされ、わが国においても最も注
意すべき感染症の一つである【Pang et al., 1998】。Salmonella enterica serovar Typhi はヒ
トにのみ感染し、重篤な全身感染症であるチフス症を引き起こす。一方、S. enterica serovar 
Typhimurium はヒトには急性腸炎を引き起こし、マウスに感染するとチフス症に良く似た全
身感染症を引き起こすことから【Jones et al., 1994】、serovar Typhimurium 感染マウスは
チフス症研究のための病態モデルとして用いられている。 
サルモネラは経口感染後、小腸の上皮細胞や M 細胞から組織に侵入する【Jones et al., 
1994】。侵入した菌は IL-8 などの炎症性サイトカインの産生を誘発して炎症を惹起する。そ
の後マクロファージに貪食されるが、その殺菌機構を回避して生存・増殖し、さらに全身へ
と移行して全身感染症を引き起こす【Cirillo et al., 1998; Hensel et al., 1998】。サルモネラ
の病原性発現には、組織からの侵入と宿主細胞内での増殖が必須である。病原性発現に関わ
る遺伝子の多くは染色体上の Salmonella pathogenicity islands （SPIs）にコードされてお
り、現在では少なくとも 10 種の SPI が存在することが報告されている【Marcus et al., 2000; 
Hensel, 2004】。その中でも特に重要なのは、染色体 63 センチゾームに存在する SPI1 と 30
センチゾームに存在する SPI2 である。これらは共に病原因子を宿主へ輸送するタイプ III 分
泌システム（Type three secretion system; TTSS）をコードしているが、その機能は全く異
なる。SPI1 は感染初期に発現し、小腸上皮細胞への侵入【Zhou and Galan, 2001; Lostroh and 
Lee, 2001b】やマクロファージの細胞死の誘発【Monack et al., 2001; Hueffer and Galan, 
2004】、IL-8 産生誘発による炎症の惹起【Galan and Zhou, 2000】など、様々な働きを持つ。
又、SPI2 は感染数時間後に発現され、マクロファージ内での生存・増殖及びサルモネラ全身
感染に必須である【Waterman and Holden, 2003】。SPI 遺伝子群の発現は、SPI 内外にコー
ドされる制御因子によって、又感染後の生育環境の変化や宿主側の種々のシグナルに応答し
て厳密に制御される【Hansen-Wester and Hensel, 2001】。しかしながら、これらの発現制
御機構については未だ不明な点が多い。 
当研究室ではこれまでに ATP 依存型プロテアーゼである ClpXP【Yamamoto et al., 2001】、
Lon【Takaya et al., 2003】がマウスへの全身感染に必須であることを見出した。さらに、
ClpXP が SPI1 の発現を抑制すること【Kage et al., 2008】や、Lon が SPI1 発現を抑制する
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ことでサルモネラの上皮細胞侵入能【Takaya et al., 2005a】及びマクロファージへの過剰な
細胞死【Takaya et al., 2005b】を抑制することを明らかとしている。他にも、ストレスタン
パクのひとつである HtrA プロテアーゼを欠損させたサルモネラでは、マウスへの病原性が
顕著に低下することが報告されている【Johnson et al, 1991】。 
当研究室では、これらのプロテアーゼのみならず DnaK シャペロンもサルモネラの病原性
発現に必須な因子であることを見出した。サルモネラは経口から感染した後、脾臓、肝臓な
どの全身の組織に移行し、臓器内で増殖することにより全身感染を発症させる。そのため病
原性の評価として、感染数日後のマウスの臓器内に存在する生菌数を指標とすることができ
る。サルモネラ野生株をマウスに経口感染させると、感染 5 日後に脾臓に生菌が観察され、
感染 6 日後には全マウスが死亡した。一方で、DnaK シャペロンを欠損させたサルモネラを
感染させても、脾臓内に生菌は観察されず、マウスは死亡しないというデータを得ている
【Takaya et al., 2004】。 
DnaK は分子量 70kDa のタンパクであり、コシャペロンである DnaJ とヌクレオチド交換
因子である GrpE と共に働く ATP 依存型分子シャペロンである【Hartl, 1996】。DnaK は N
末に 45kDa の ATPase ドメイン、C 末には 25kDa の基質結合ドメインを持ち、ATP 依存的
に基質タンパクの疎水性領域と結合・解離を繰り返すことでタンパクの折りたたみを介助す
る。この ATP 依存的な反応は ATP シャペロンサイクルと呼ばれ、DnaK と DnaJ、GrpE と
の相互作用によって調節される【Hartl and Hayer-Hartl, 2002】。DnaK は ATP 結合状態で
は基質との親和性が低いが、ATP が加水分解されて ADP になるとその親和性は高くなる。
DnaJ は N 末に J ドメイン、C 末に基質結合ドメインを持つ約 40kDa のタンパクであり
【Mayer et al., 2000; Pellecchia et al., 2000】、基質と弱い結合・解離を繰り返しながら ATP
結合型の DnaK まで基質を運ぶ。DnaK の ATPase 領域は、J ドメインとの相互作用により
活性化され、ATP が ADP に加水分解される。その結果、DnaK は基質との親和性が上昇し
DnaJ によって運ばれてきた基質タンパクと結合する。続いてヌクレオチド交換因子である
GrpE が DnaK に結合すると ADP が解離し、ATP に置き換わることで基質タンパクと DnaK
の親和力が下がり、基質タンパク、GrpE はそれぞれ DnaK から解離する【Zylicz et al.,1987; 
Harrison et al., 1997】。ATP 結合型となった DnaK は再び基質-DnaJ 複合体と相互作用する。
この様にして ATP サイクルの反応が進み、DnaK シャペロンシステムによるタンパクの折り
たたみが行われる【Mayer and Bukau, 2005】（Figure ii）。 
現在の DnaK シャペロンに関する研究では、上述したタンパクのフォールディングを介し
た恒常性維持に関与する General Chaperone としての働きが広く研究されている【Mayer 
and Bukau, 2005】。一方で、DnaK シャペロンはある特定のタンパクに作用することで特異
性の高い細胞機能の調節を行うことも報告されている。その例として、上述したようにσ32の
活性調節に関わる他、λP protein に結合することでλDNA 複製開始を【Yamamoto et al., 
1987; Liberek et al., 1988; Zylicz et al., 1989】、P1 RepA protein に結合することで P1 プラ
スミド複製開始【Wickner et al., 1991; Kawasaki et al., 1992; Zzaman et al., 2004】を調節
することが報告されている。しかしながら、このような自発的フォールディングにより完成
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したタンパクに対する機能の報告例は少なく、その詳細はあまり明らかにされていない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
前述したように、当研究室では DnaK がサルモネラの病原性発現に必須であることを見出
している【Takaya et al., 2004】。サルモネラの病原性発現には TTSS が必須であることから、
DnaKがTTSSの機能発現に関わる可能性を考え、この仮説を検討したところ、DnaKがTTSS
をコードする SPI1 の発現に関わることを見出した。さらに、SPI1 と機能及び構造的に類似
性の高いべん毛関連 TTSS の発現にも関与することを明らかとした（第 1 章）。そこで、本研
究では DnaK による SPI1 発現制御機構及びべん毛発現制御機構の検討を通して、DnaK シ
ャペロンシステムの特異的なタンパク機能発現制御機構の解明に取り組んだ。 
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本論 
第１章 サルモネラタイプ III 分泌システム発現における DnaK シャペロンの役割 
 
はじめに 
 
病原細菌は、種々の病原因子を菌体外及び宿主細胞へと輸送することでその病原性を発揮
する。グラム陰性細菌の主なタンパク分泌システムは I から V のタイプに分類されており
【Gerlach and Hensel, 2007】、中でもタイプ III 分泌システム（Type three secretion 
system; TTSS ）は Salmonella、 Shigella、 Yersinia、 EHEC （ enterohemorrhagic 
Escherichia coli）等、多くの細菌に共通に存在する機能である【Galan and Collmer, 1999; 
Ghosh, 2004; Sheng Yang et al., 2004】。サルモネラは Salmonella pathogenicity island 1
（SPI1）及び、Salmonella pathogenicity island 2（SPI2）にコードされる 2 つの TTSS
を用いてエフェクタータンパクと呼ばれる病原因子を直接宿主細胞質中へ輸送する。 
当研究室ではこれまでに、サルモネラの DnaK シャペロンシステムを欠損させるとマウ
スへの病原性が大きく低下することを見出している【Takaya et al., 2004】。サルモネラの
病原性発現には TTSS の働きが必須であることから【Hansen-Wester and Hensel, 2001】、
DnaK が TTSS の機能発現に関わる可能性を考え、本章ではこの仮説を検証した。 
 
 
第１節 DnaKJ 欠損株の分泌タンパクのプロテオーム解析 
 
サルモネラの TTSS タンパクは、培養上清中に検出可能である【Komoriya et al., 1999】。
DnaK 欠損の TTSS への影響を検討するため、サルモネラの野生株（χ3306）と DnaK シ
ャペロン欠損株の培養上清中のタンパクを比較した。 
欠損株は、dnaK 遺伝子の ORF 中に Cm 耐性遺伝子を挿入することにより作製した
【Takaya et al., 2004】。dnaK は下流の dnaJ とオペロンを形成するため、得られた欠損株は
polar mutation により DnaK と DnaJ の双方が欠失した株である。DnaK は DnaJ と共にシャペ
ロンシステムとして働くことから、得られた dnaKJ 欠損株（CS2021）を DnaK シャペロンシステム欠
損株として用いた。 
L-broth、30℃で一晩振盪培養した菌液から、実験の部 方法の項 12）に従って培養上清
中のタンパクを回収し、二次元ゲル電気泳動により展開した（Fig1-1）。その結果、χ3306
株に比べて dnaKJ 欠損株では分泌タンパク量が顕著に減少することが明らかとなった。
dnaKJ 欠損により顕著に減少したタンパクを同定するため、N 末アミノ酸配列決定と質量
分析を行った。プロテオーム解析の結果、SPI1 にコードされるエフェクタータンパクであ
る SipA、SipC、SipD【Marcus et al., 2000】とべん毛の構成タンパクである FljB、FliC、
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HAP1、HAP2、HAP3 を同定した（Fig1-1A）。これら 8 種のタンパクはいずれも dnaKJ
オペロンを相補した株ではχ3306 株とほぼ同程度或いはそれ以上に分泌された（Fig1-1C）。
以上の結果から、DnaK シャペロンシステムがこれらのタンパクの産生もしくは分泌に関わ
ることが示唆された。 
 
   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure1-1. Two-dimensional gel electrophoresis 
patterns of proteins secreted into the medium by S. 
enterica serovar Typhimurium strains χ3306 
(dnaKJ+;A), CS2021 (ΔdnaKJ;B) and CS2501 
(ΔdnaKJ/pdnaKJ+;C) grown at 30oC for 16hr. 
Protein spots enclosed in circles were analyzed by 
mass spectrometry. pdnaKJ+, pTKY608 
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第 2 節 上皮細胞侵入能 
 
SPI1 はサルモネラの上皮細胞侵入に関わる複数の遺伝子をコードしている。前節で同定
された SipA、SipC、SipD は SPI1 にコードされる TTSS によって宿主の上皮細胞質中へ
輸送されるタンパクである。輸送されたこれらのエフェクタータンパクは、宿主細胞質中
のシグナル伝達系を変化させ、細胞骨格の再重合を促進する。その結果、宿主細胞膜のラフ
リングを誘発することで、サルモネラの上皮細胞への侵入を可能にする【Schlumberger and 
Hardt, 2006】。dnaKJ 欠損により SipA、SipC、SipD の分泌が消失したことから、DnaK
が SPI1 機能発現に関わる可能性が考えられる。この可能性を検証するため、dnaKJ 欠損
が上皮細胞侵入能に与える影響を検討した。方法の項 27）に示した方法により培養上皮細
胞 Intestine-407 への侵入能を dnaKJ+株と dnaKJ 欠損株で比較した（Fig1-2）。L-broth、
30℃でOD600=0.5まで培養した各菌体をmoi10で細胞に加え、2時間後に培地を取り除き、
細胞に付着した菌数を測定した。はじめに加えた菌数を 100%とすると、細胞に付着した菌
数は dnaKJ+株で 14.2%、dnaKJ 欠損株で 37.2%であり、顕著な差はなかった。続いて、
Gm 処理により細胞外に付着した生菌を殺菌し、細胞内の菌数を比較した。はじめに加えた
菌数を 100%とすると dnaKJ+株では 0.6%、dnaKJ 欠損株では 0.0008％であり、dnaKJ
欠損により侵入率が約 1/1000 に低下した。又、dnaKJ 相補株の付着率は 17%で dnaKJ+
株とほぼ同等であり、侵入率は 2.5%と dnaKJ+株以上に回復した。以上の結果から、DnaK
シャペロンシステムが上皮細胞侵入能に必須であると考えられる。このことから、DnaK が
SPI1 機能発現に関わることが示唆された。 
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Figure1-2. Effect of the dnaKJ disruption 
on invasion by S. enterica serovar 
Typhimurium. The ability of strains χ3306 
(dnaKJ+), CS2021 (ΔdnaKJ) and CS2501 
(ΔdnaKJ/ pdnaKJ+) to adhere to and enter 
cultured Intestine-407 cells at 30oC was 
examined as Materials and Methods. The 
data are the means and standard 
deviations for each strain tested in 
triplicate. pdnaKJ+,pTKY608  
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第 3 節 運動能 
 
第１節のプロテオーム解析の結果、dnaKJ 欠損株では FljB、FliC、HAP1、HAP2、HAP3
の分泌量が顕著に減少した。これらは、べん毛を構成するタンパクであることから、dnaKJ
欠損株ではべん毛が正しく形成されていない可能性が考えられた。 
 
第１項 走性 
 
べん毛は細菌の運動器官であり、細菌に走性を付与する｡dnaKJ 欠損による走性への影響
を検討した。L-broth、30℃で一晩振盪培養後、培養液 2.5μL を 0.3%の寒天を含む L-agar
にスポットし、30℃で 7 時間培養した（Fig1-3）。その結果、dnaKJ+株では寒天中を広が
って増殖する swimmingが見られたのに対して、danKJ欠損株では swimmingが見られず、
走性が低下した。又、dnaKJ 相補株では野生株とほぼ同等の swimming が見られた。以上
の結果から、DnaK シャペロンシステムが走性に関わることが明らかとなった。このことは、
dnaKJ 欠損によってべん毛が正しく形成されないことを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第２項 電子顕微鏡による形態観察 
 
dnaKJ 欠損株でべん毛が形成されているか否か検討するため、L-broth、30℃で培養した
dnaKJ+株、dnaKJ 欠損株の形態を電子顕微鏡で観察した（Fig1-4）。その結果、dnaKJ+
株では周毛性のべん毛が観察されたのに対して、dnaKJ 欠損株ではべん毛構造体が消失し
ていた。以上の結果から、DnaK シャペロンシステムががべん毛形成に必須の働きをすると
考えられた。 
 
 
Figure1-3. Motility of S. enterica serovar 
Typhimurium strains χ3306 (dnaKJ+), 
CS2021 (ΔdnaKJ) and CS2501 (ΔdnaKJ/ 
pdnaKJ+) by inoculation on the 0.3% agar. 
pdnaKJ+, pTKY608 
 
dnaKJ+
ΔdnaKJ ΔdnaKJ/pdnaKJ+
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第４節 考察 
 
DnaK シャペロンシステムを欠損させたサルモネラでは、SPI1 にコードされるエフェク
タータンパク SipA、SipC、SipD とべん毛を構成するタンパク FliC、FljB、HAP1、HAP2、
HAP3 の分泌が顕著に減少することを見出した（Fig1-1）。 
経口感染したサルモネラは、小腸上皮細胞や M 細胞から組織に侵入する【Jones et al., 
1994】。侵入には SPI1 TTSS による宿主細胞へのエフェクタータンパクの輸送が必須であ
る【Galan et al., 1992】。輸送されたエフェクタータンパクは、宿主のシグナル伝達系を変
化させ細胞骨格の再編成を促進して宿主細胞膜のラフリングを誘発することで、サルモネ
ラの侵入を可能にする【Schlumberger and Hardt, 2006】。SipC と SipD は、宿主細胞膜
上に配置されトランスロコンと呼ばれるタンパク輸送装置を形成する【Scherer et al., 
2000; Buttner and Bonas, 2002】。トランスロコンは、宿主細胞質中へのエフェクタータン
パク輸送に必須である【Collazo and Galan, 1997】。又、SipC は細胞膜上だけでなく、SipA
や他のエフェクタータンパクとともに宿主細胞質中へも輸送される。SipA と SipC はアク
チン結合能を有する【McGhie et al., 2001】。宿主細胞の形態はアクチン骨格によって保持
されている。SipA と SipC は G-アクチンを F-アクチンへ重合させ、その形態を変化させる
ことで、宿主細胞膜にラフリングを誘発する【Zhou et al., 1999; Hayward and Koronakis, 
1999】。その結果、サルモネラはラフリング膜に包み込まれるようにして侵入する
【Schlumberger and Hardt, 2006】。DnaK シャペロンシステムは、上皮細胞からの侵入に
必須であった（Fig1-2）。従って、DnaK は SPI1 エフェクタータンパクの産生あるいは分
泌制御を通してサルモネラの上皮細胞侵入能を制御すると考えられる。上皮細胞侵入能を
失ったサルモネラは、経口感染時のマウスへの病原性が顕著に低下することが報告されて
いる【Penheiter et al., 1997】。このことから、上皮細胞侵入能の低下が dnaKJ 欠損株での
病原性低下の一因であると結論づけられる。 
dnaKJ 欠損株で SPI1 エフェクタータンパクの分泌が顕著に減少した原因として以下の
Figure1-4. Transmission electron microscopy of strains χ3306 (dnaKJ+; A) and CS2021 (ΔdnaKJ; B) grown in L 
broth at 30oC. 
(A) dnaKJ+ 30ºC (B) ΔdnaKJ 30ºC
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ような可能性が考えられる。SPI1 エフェクタータンパクと TTSS 構成タンパクをコードす
る遺伝子は、SPI1 レギュロンに属する。SPI1 レギュロンの発現は、SPI1 内にコードされ
る転写制御因子 HilD、HilC、HilA、InvF によって統一的に制御される【Lostroh and Lee, 
2001b】。DnaK は SPI1 レギュロンの発現を制御することで SPI1 エフェクタータンパク及
び TTSS 構成タンパクの産生を制御する可能性が考えられる。或いは、DnaK がエフェク
タータンパクの安定性もしくは産生されたエフェクタータンパクの TTSS までの移行に関
わる可能性もある。TTSS 分泌タンパクのいくつかは、特異的なシャペロンタンパクと結合
し分泌制御を受けることが報告されている【Ghosh, 2004】。例えば、SPI1 TTSS 特異的な
シャペロンとして InvB が報告されている。InvB は、SPI1 エフェクターである SipA、SopE、
SopE2 と結合し、その分泌を促進する【Bronstein et al., 2000; Ehrbar et al., 2003; Ehrbar 
et al., 2004; Lee and Galan, 2003】。SPI1 はサルモネラの病原性発現に必須な遺伝子群で
あることから、その機能発現制御メカニズムを解明することは、サルモネラの病原性発現
制御機構を明らかにする上でも重要である。DnaK による SPI1 発現制御機構の詳細につい
ては、次章で詳しく検討する。 
DnaK シャペロンシステムはべん毛の形成にも必須であることが示唆された（Fig1-3、4）。
べん毛は、SPI1 と構造及び機能的に類似性の高い TTSS 構造体を形成する【Blocker et al., 
2003】。べん毛構造体は、基部体、フラジェリンと先端の cap 構造からなるフィラメント、
フィラメントと基部体間に位置するフック部分から成る【Macnab, 2004】。FliC と FljB は
フラジェリンタンパクであり、その先端にはフィラメントキャップタンパクである HAP2
（Hook associated protein 2; FliD）が位置する【Yonekura et al., 2000】。HAP1（FlgK）、
HAP3（FlgL）はフックとフィラメントの間に位置するタンパクである【Homma and Iino, 
1985】。べん毛構造体は、菌体膜に近いほうから基部体、フック、フィラメントの順にタン
パクが会合して形成される【Macnab, 2004】。FliC、FljB、HAP1、HAP2、HAP3 は、基
部体とフック部分が形成された後に TTSS によって分泌される。このことから、dnaKJ 欠
損株ではフックや基部体が形成されていない可能性がある。べん毛形成に関わる遺伝子群
の発現は、べん毛レギュロンとして統一的に支配されており【Soutourina and Bertin, 
2003】、DnaK がべん毛レギュロンの発現に関わる可能性が考えられる。 
べん毛の主要な機能は細菌の運動能であるが、病原細菌においては宿主細胞への付着や組
織への定着にも関わる【Ottemann and Miller, 1997; Josenhans and Suerbaum, 2002】。
又、serovar Typhimurium において、非運動性の株は野生株と比較して宿主細胞侵入能が
低下すること【Jones et al., 1981】、フラジェリン fliC、fljB を欠損させると上皮細胞侵入
能が低下すること【Schmitt et al., 2001】が報告されている。しかしながら、本研究で野
生株として用いたχ3306 株で fliC 発現を抑制した場合にもマウスへの病原性は低下しなか
った（data not shown）。従って、べん毛はサルモネラの病原性発現にあまり寄与しないと
考えられることから、dnaKJ 欠損株での病原性低下はべん毛消失の影響ではないと結論づ
けられる。 
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べん毛形成メカニズムの詳細は、未だ解明されていない部分も多い。従って、DnaK シャ
ペロンの役割を明らかにすることは、べん毛形成メカニズムの解明においても不可欠であ
ると考えられる。第 3 章では、DnaK シャペロンによるべん毛発現制御機構について詳し
く検討する。 
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第 2 章 DnaK シャペロンによる SPI1 発現制御機構 
 
はじめに 
 
第 1 章では、DnaK が TTSS をコードする SPI1 発現に関わる可能性が示唆された。SPI1
は、染色体 63 センチゾームに存在する約 40kbp の遺伝子群である【Galan, 1999; 
Hansen-Wester and Hensel, 2001】。SPI1 の発現は、同じ SPI1 内にコードされる転写制
御因子 HilD、HilC、HilA、InvF によって制御される【Akbar et al., 2003; Darwin and Miller, 
2001; Eichelberg and Galan, 1999; Ellermaier et al., 2005】。中でも HilA（hyper invasion 
locus A）は SPI1 レギュロンの中心的レギュレーターである。HilA は OmpR/ToxR family
に属する転写活性化因子であり、エフェクタータンパクをコードする sip オペロン、TTSS
の構成タンパクをコードする inv/spaオペロンやprgオペロンに直接作用してその転写を活
性化する【Bajaj et al., 1995; Darwin and Miller, 1999; Eichelberg and Galan, 1999; 
Lostroh et al., 2000; Lucas et al., 2000; Lostroh and Lee, 2001a】。さらに、HilA は直接
SPI1 遺伝子発現を活性化するだけでなく、転写活性化因子 InvF やそのシャペロン SicA の
発現も活性化する。InvF と SicA は AraC/XylS family に属する転写活性化因子であり、共
役して sip オペロンの転写や SPI1 外にコードされるエフェクターsopB /sigD、sopE の転
写を活性化する【Ahmer et al., 1999; Darwin and Miller, 1999, 2000, 2001; Eichelberg 
and Galan, 1999】。HilD、HilC は AraC/XylS family に属する転写活性化因子であり、そ
れぞれhilAプロモーター上流に結合することでhilA転写を活性化する【Schechter and Lee, 
2001; Schechter et al., 1999】。それに加えて、AraC/XylS family に属する転写活性化因子、
RtsA も hilA プロモーター上流に直接結合して hilA 転写を活性化する【Ellermeier and 
Slauch, 2003】。HilD は hilA だけでなく hilC、rtsA の転写も活性化する【Ellermeier et al., 
2005; Lucas and Lee, 2001; Oleknovich and Kandner, 2002】。従って、HilD は SPI1 レギ
ュロンの最上流に位置すると考えることができる。 
SPI1 の発現は、SPI1 外に存在する因子によっても制御される。種々の global regulator
が環境シグナルを感知して SPI1 発現を制御しており【Bajaj et al., 1996】、そのほとんどが
HilD を介する。正の制御因子として、BarA/SirA【Fortune et al., 2006】、Fur【Ellermeier 
and Slauch, 2008】が報告されている。又、SPI1 発現を抑制する PhoP/PhoQ、PhoR/PhoB、
FimZY【Behlau and Miller, 1993; Lucas et al., 2000; Pegues et al., 1995】は、HilE 制御を
通して HilD の働きを阻害する【Baxter and Jones, 2005; Ellermeier and Slauch, 2007】。
当研究室ではこれまでに、ストレスタンパクのひとつである Lon プロテアーゼが SPI1 発
現の強力なネガティブレギュレーターであり、HilD タンパクの分解に関わることを明らか
にしてきた【Takaya et al., 2002; Takaya et al., 2005a】。又、べん毛レギュロンに属する
FliZ が hilD を post-transcriptional level で正に制御することも明らかにした【Kage et al., 
2008】。 
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SPI1 は経口感染後のサルモネラの上皮細胞からの侵入を可能にする他、炎症反応【Galan 
and Zhou, 2000】やマクロファージの細胞死【Brennan and Cookson, 2000; Hersh et al., 
1999; Jeseberger et al., 2000】を引き起こす。DnaK による SPI1 発現制御機構を明らかに
することは、サルモネラの病原性戦略の解明においても重要な知見が得られると考えられ
る。本章では DnaK による SPI1 発現制御機構を明らかにする目的で検討を行った。 
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第 1 節 DnaKJ 欠損の SPI1 発現における影響 
 
dnaKJ 欠損により SPI1 エフェクタータンパク分泌量が顕著に減少したことから
（Fig1-1）、DnaK が SPI1 エフェクターの産生に関わる可能性を考えることができる。そ
こで、dnaKJ 欠損株における SPI1 エフェクタータンパク細胞内量を検討した。 
dnaKJ+株（χ3306）と、dnaKJ 欠損株（CS2021）を L-broth、30℃で一晩静置培養した
後、L-broth に 20 倍希釈し 30℃で OD600=1.0 まで振盪培養した。得られた培養液から、方
法の項 12）に従って細菌タンパク画分を調製後、方法の項 13）に従って SDS ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動によって展開した。抗 SipC 抗体を用いたイムノブロットを行い、
SPI1 エフェクターのひとつである SipC タンパク細胞内量を比較した（Fig2-2A）。その結
果、dnaKJ+株に比べ dnaKJ欠損株ではSipCが顕著に減少することが明らかとなった。又、
相補株では dnaKJ+株以上に SipC が蓄積したことから、DnaK が SipC の産生に関わると
考えることができる。 
DnaK が転写レベルで SipC 産生を調節する可能性を検討するために、dnaKJ 欠損による
sipC 転写量への影響を検討した。L-broth、30℃で OD600=0.5 まで振盪培養後、方法の項
28）に従ってβ-ガラクトシダーゼ活性を指標に sipC のプロモーター活性を測定した
（Fig2-2B）。その結果、dnaKJ 欠損により sipC の転写活性が 1/10 以下に減少した。又、
dnaKJ 相補株での sipC 発現は dnaKJ+株以上に回復したことから、DnaK は SipC 産生を
転写レベルで調節することが明らかとなった。 
SipA、SipD をコードする遺伝子は sipC と同一オペロン上にある。従って、dnaKJ 欠損
株では sip オペロンが転写されないため、SipA、SipD の分泌も消失したと考えられた。 
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Figure2-2. Cellular levels of SipC protein and transcriptional levels of sipC in wild type cells and cells in 
which dnaKJ is disrupted. Bacterial cells of strains χ3306 (dnaKJ+), CS2021 (ΔdnaKJ) and CS2501 
(ΔdnaKJ/pdnaKJ+) were used. (A; Upper panel) Immunoblotting of cellular lysates using anti-SipC 
serum. (A; Lower panel) Coomassie brilliant blue-stained 10% SDS-PAGE patterns of the samples used 
for immunoblotting. (B) Expression of sipC in wild-type and dnaKJ-disrupted cells. pdnaKJ+; pTKY608. 
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sip オペロンの転写は、転写活性化因子 HilA がプロモーター上流に結合することで活性
化される【Eichelberg and Galan, 1999】。そこで DnaK が HilA タンパクの細胞内量調節
に関与する可能性を、抗 HilA 抗体を用いたイムノブロット法により検討した（Fig2-3A）。
その結果、dnaKJ 欠損により HilA が顕著に減少することが明らかとなった。又、dnaKJ
を相補することにより HilA は dnaKJ+株以上に蓄積した。このことから、DnaK が HilA
タンパクの細胞内量調節に関わることが明らかとなった。 
次に、DnaK による hilA 発現制御の可能性を検討した。定量的 RT-PCR 法を用いて
hilAmRNA 量を測定し dnaKJ+株、dnaKJ 欠損株で比較した。同時に 16S rRNA 量を定量
し、コントロールとして用いた。dnaKJ+株と dnaKJ 欠損株を L-broth、30℃で OD600=0.5
まで培養した後、方法の項 29）に従って RNA を抽出し、方法の項 30）に従って 16S rRNA
と hilA の RT-PCR を行った。細胞内の mRNA 量を定量するため、16S rRNA をコードす
る rssA 遺伝子と hilA 遺伝子をそれぞれクローニングしたプラスミド pTKY751 と
pTKY748 を用いて検量線を作成した。測定遺伝子の RT-PCR により得られた Ct 値を検量
線に当てはめて、16S rRNA と hilAmRNA のコピー数を算出した。16S rRNA を基準とし
て hilAmRNA 量を比較し、dnaKJ+株を 1 とした時の相対値をグラフに示す（Fig2-3B）。
hilAmRNA 量は、dnaKJ 欠損によって dnaKJ+株の約 1/5 に減少することが明らかとなっ
た。又、dnaKJ プラスミド相補により hilAmRNA 量は dnaKJ+株以上に回復した。このこ
とから、DnaK は hilA の転写を制御することが示唆された。 
dnaKJ 相補株の hilAmRNA 量は dnaKJ+株の約 2 倍であった。これは、相補株の DnaK
タンパク量が dnaKJ+株以上に蓄積したことに起因すると考えられた（Fig2-3A）。 
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Figure2-3. Cellular levels of HilA protein (A) 
and expression of hilA (B) in wild-type cells 
and cells in which dnaKJ is disrupted. (A) 
Whole cell lysates were prepared from χ3306 
(dnaKJ+), CS2021 (ΔdnaKJ) and CS2501 
(ΔdnaKJ/pdnaKJ+) grown in L-broth to an 
OD600 of 1.0 at 30oC and then separated on an 
SDS-10% polyacrylamide gel. The separated 
proteins were immunostained with anti-HilA 
serum. (B) Total RNA was prepared from 
strains χ3306 (dnaKJ+), CS2021 (ΔdnaKJ) and 
CS2501 (ΔdnaKJ/pdnaKJ+) grown in L-broth to 
an OD600 of 0.5 at 30oC. The levels of hilA 
transcripts were measured by quantitative 
real-time RT-PCR and then normalized to 16S 
rRNA gene expression. The values represent 
the means and standard deviations of n-fold 
changes in comparison with the transcription 
level in χ3306. pdnaKJ+, pTKY608. 
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以上の結果から、dnaKJ 欠損株では hilA 転写の低下が原因で SPI1 発現が低下した可能
性が考えられる。この可能性を検討する目的で、dnaKJ 欠損株で hilA を過剰に転写させる
ことで SPI1 タンパク産生が回復するか否か検討した。lac プロモーター下流に hilA 遺伝子
をクローニングしたプラスミド（pTKY748）を作製し、染色体上の dnaKJ と hilA を欠失
させた株に導入して IPTG 量によって hilA 発現量を調節できる株を構築した。L-broth、
30℃で OD600=0.5 まで振盪培養後、IPTG500μM を添加して 30℃で 2 時間 hilA 発現を誘
導した。得られた培養液から、細菌タンパク画分を調製後、イムノブロット法により HilA
及び SipC の検出を試みた（Fig2-4A）。hilA を過剰に転写させると dnaKJ 欠損株でも HilA
タンパクが蓄積し、下流の SipC タンパク量も増加することが明らかとなった。このことか
ら、dnaKJ欠損株ではhilA転写の低下によってHilAタンパクが顕著に減少し、下流のSPI1
発現低下をもたらしたと考えることができる。さらに hilA 過剰発現によって、SPI1 エフェ
クター分泌能が回復するか否か検討した。Fig2-4A と同条件で培養した菌液の培養上清中の
SipC 量をイムノブロット法により検討した（Fig2-4B）。その結果、hilA 過剰発現により
SipC が分泌されることが明らかとなった。SPI1 機能発現回復の可能性を、上皮細胞侵入
能を測定することにより検討した。各菌体を方法の項 27）に従って Intestine-407 細胞に
感染させ、細胞内の生菌数を検討した（Fig2-4C）。侵入効率はコントロールで 0.03%、IPTG 
0μM では 0.07%であったのに対して、IPTG を 500μM 添加し hilA を過剰に発現させると
7.6%に増加した。即ち、dnaKJ 欠損株で見られた SPI1 発現の消失は hilA 過剰発現により
回復したことから、DnaK シャペロンシステムは、hilA 転写活性化を通して SPI1 発現を可
能にしていると考えることができる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure2-4. Effect of overproduction of HilA on Salmonella invasiveness in the dnaKJ-deficient background. 
Bacterial cells of strains CS3271 (ΔdnaKJΔhilA/vector) and CS3273 (ΔdnaKJΔhilA/philA+) were grown to 
OD600 of 0.5 at 30oC in L-broth, followed by the induction of hilA expression by adding 0 or 500μM IPTG for 
2h. (A) Immunoblotting of the cellular lysates using anti-HilA and anti-SipC sera. (B) Immunoblotting of the 
secreted proteins using anti-SipC serum. (C) Efficiency of invasion of cultured Intestine-407 cells. Bacterial 
cells of which hilA was expressed by adding 500μM IPTG for 2h were used to inoculate monolayers. The 
invasion efficiency was examined as described in Materials and Methods. The data are the means and 
standard deviations for each strain tested in triplicate. Vector, pUHE21-2Δfd12; philA+, pTKY748 
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第 2 節 DnaK シャペロンによる hilD 転写後調節 
 
hilA の転写は転写活性化因子 HilD、HilC、RtsA が hilA プロモーター上流に結合するこ
とで活性化される【Boddicker et al., 2003; Ellermeier et al., 2005; Lucas and Lee, 2001】。
HilD は hilC、rtsA の転写も活性化することから【Ellermeier et al., 2005; Lucas and Lee, 
2001; Oleknovich and Kandner, 2002】、SPI1 レギュロンの発現を最上流で制御する因子
である。DnaK による hilA 転写制御機構を明らかにするため、HilD に着目した。 
まず、dnaKJ 欠損による HilD 細胞内量への影響を検討した。L-broth、30℃で OD600=1.0
まで培養した菌液から調製した細菌タンパク画分を用いて、抗 HilD 抗体を用いたイムノブ
ロットを行った（Fig2-5A）。その結果、dnaKJ 欠損株では dnaKJ+株に比べて HilD タンパ
ク量が顕著に減少することが明らかとなった。又、dnaKJ 相補株では dnaKJ+株以上の HilD
が蓄積した。このことから、DnaK は HilD 細胞内量調節を介して hilA 転写を制御する可
能性が示唆された。 
次に DnaK の hilD 転写制御の可能性を検討するため、RT-PCR で hilDmRNA 量を測定
した。L-broth、30℃で OD600=0.5 まで培養した菌液から RNA を抽出し、16S rRNA と hilD
の RT-PCR を行った。16S rRNA を基準に hilDmRNA 量を比較し、dnaKJ+株を 1 とした
ときの相対値をグラフに示した（Fig2-5B）。dnaKJ 欠損株の hilDmRNA は dnaKJ+株の
3/4 程度であり、タンパクレベルで見られたような顕著な減少（Fig2-5A）は見られなかっ
た。HilD は自身のプロモーター領域に結合し、転写を活性化する【Ellermeier et al., 2005】。
このことから、dnaKJ 欠損株では HilD タンパクが減少したために、正のフィードバック
作用が消失し hilD の転写が dnaKJ+に比べて低下したと考えられる。又、dnaKJ 相補株で
は dnaKJ+株以上に hilDmRNA が増加した。これは、dnaKJ を相補したことによって
dnaKJ+株以上に DnaK が蓄積した影響であると考えることができる（Fig2-3A）。従って、
DnaK は hilD 転写には直接影響を与えないと考えられる。以上の結果から、DnaK は hilD
の post-transcriptional control 或いは post-translational control に関わる可能性が示唆さ
れた。 
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Figure2-5. Cellular levels of HilD and relative levels of 
hilD expression. (A) Whole cell lysates were prepared 
from strains χ3306 (dnaKJ+), CS2021 (ΔdnaKJ) and 
CS2501 (ΔdnaKJ/pdnaKJ+) grown in L-broth to 
OD600=1.0 at 30oC and then separated on a 10% 
SDS-polyacrylamide gel. The separated proteins were 
immunostained with anti-HilD serum. (B) Total RNAs 
were prepared from the strains used in (A) grown in 
L-broth to OD600 of 0.5 at 30oC. The levels of hilD 
transcripts were measured by quantitative, real-time 
RT-PCR and then normalized to 16S rRNA gene 
expression. The values represent the means and 
standard deviations of fold change in comparison with 
the transcriptional level in χ3306. pdnaKJ+, pTKY608. 
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DnaK が HilD の post-translational control に関わる可能性を検討するため、HilD タン
パク半減期を測定した。まず、ParaBADプロモーターの下流に hilD をクローニングし、アラ
ビノース添加で hilD 発現を誘導できるプラスミド pTKY797 を作製した。染色体上の
dnaKJ と hilD を欠失させた株に pTKY797 を導入し、さらに IPTG 量で dnaKJ 発現量を
コントロールできるプラスミド pBB535 もしくはベクタープラスミドを導入して、CS3659
（ΔdnaKJ ΔhilD / pTKY797、pZA4lacIq）と CS3660（ΔdnaKJ ΔhilD / pTKY797、pBB535）
を構築した。L-broth、30℃で一晩静置培養した各菌液を、IPTG500μM 添加した L-broth
に 20 倍希釈し、30℃で OD600=0.5 まで培養して dnaKJ 発現を誘導した。続いて終濃度
0.005%になるようアラビノースを添加して 30 分間 hilD 発現を誘導した。方法の項 19）に
従いテトラサイクリンを添加して新規タンパク合成を止め、5、15、30、60、90、120 分後
にサンプルを調製後、SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動で展開し、抗 HilD 抗体を用
いたイムノブロットを行った（Fig2-6A,B）。その結果、DnaKJ 非存在時（－dnaKJ）は
60 分後には HilD が検出限界以下に減少したのに対して、DnaKJ 存在時（+dnaKJ）は 120
分後も HilD が検出された。HilD タンパク量を定量して半減期を算出したところ、DnaKJ
非存在時は 33.4 分、DnaKJ 存在時には 182.4 分であった（Fig2-6C）。これらの結果から、
DnaK が HilD タンパクの安定性を制御することが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(C)
0 60 90 120
chase time (min) 
10
100
1
H
ilD
 re
m
ai
ni
ng
 (%
) t1/2 dnaKJ+=182.4min
t1/2 ΔdnaKJ=33.4min
30
H
ilD
 re
m
ai
ni
ng
 (%
)
H
ilD
 re
m
ai
ni
ng
 (%
)
(B)
+ dnaKJ− dnaKJchase 
time 
(min) 5 15 30 60 90 120 5 15 30 60 90 120
97.4
66.2
45.0
31.0
(kDa)
+ dnaKJ− dnaKJchase 
time 
(min)
5 15 30 60 90 120
(A)
5 15 30 60 90 120
Figure2-6. In vivo stabilities of HilD 
protein in wild-type and dnaKJ- 
disrupted cells. (A) The bacterial 
strains used were CS3659 (-dnaKJ) 
and CS3660 (+dnaKJ). Cells were 
grown to OD600 of 0.5 at 30oC in 
L-broth containing 500μM IPTG to 
induce dnaKJ expression, followed by 
the induction of hilD expression by 
adding 0.005% arabinose for 30min. 
Tetracycline (100μg mL-1) and 
glucose (2%) were added to 
pre-chilled trichloroacetic acid (final 
concentration 10%) at the indicated 
times. The proteins were separated 
on a 10% SDS-polyacrylamide gel 
and then immunostained with 
anti-HilD antibody. (B) Coomassie 
brilliant blue-stained gel patterns of 
the same samples used for 
immunoblotting. (C) Quantification of 
the precipitated proteins relative to 
the value at 5min. Mean values of at 
least three independent expressions 
are given. 
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第 3 節 σ32レギュロンによる SPI1 発現制御 
 
本節ではDnaKによるHilDタンパク安定性制御について検討する。当研究室では以前に、
ATP 依存型プロテアーゼのひとつである Lon を欠損させると HilD タンパクが著しく安定
化することを見出し、HilD の細胞内量は主に Lon プロテアーゼによる特異的な分解により
制御されることを報告している【Takaya et al., 2005a】。Lon はストレスタンパクのひとつであり、
その発現は 2 つの転写因子σ70 とσ32 に誘導される。σ32 は熱やその他のストレスによってその細胞
内量や活性が上昇すると、σ32 レギュロンに属する Lon や DnaK などのストレスタンパクの転写を
誘導する。大腸菌では DnaK シャペロンシステムがσ32 の量及び活性を抑制しており、σ32 レギュロ
ンの発現を負にフィードバック制御することが報告されている【Liberek and Georgopoulos, 1993; 
Straus et al., 1990; Tilly et al., 1989; Zhao et al., 2005】。サルモネラにおいても DnaK シャ
ペロンシステムがσ32 レギュロンのフィードバック制御に関わるか否かを確認するため、dnaKJ 欠損
によるσ32及び Lon 細胞内量への影響を検討した。まず、L-broth、30℃で OD600=1.0 まで培養し
た菌液から細菌タンパク画分を調製し、抗σ32 抗体を用いたイムノブロットを行った（Fig2-7A）。
dnaKJ+株に比べ dnaKJ 欠損株ではσ32 タンパクが蓄積したが、dnaKJ 相補株では dnaKJ+株と
ほぼ同等であった。続いて、lon プロモーターの転写活性をβ-ガラクトシダーゼ活性を指標に測定
し、dnaKJ+株と dnaKJ 欠損株で比較した（Fig2-7B）。dnaKJ 欠損株の lon の発現は dnaKJ+
株に比べて 10 倍上昇することが明らかとなった。又、Lon の細胞内量は、dnaKJ 欠損によって増
加した（Fig2-7A）。以上の結果から、dnaKJ 欠損株ではσ32 が増加することにより lon の転写が活
性化され、過剰の Lon プロテアーゼが細胞内に蓄積することが確認された。即ち、サルモネラにお
いても DnaK がσ32 レギュロンを負にフィードバック制御すると考えられた。 
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Figure2-7. Effect of dnaKJ-disruption on 
expression of σ32 and lon in Salmonella 
cells. (A) Whole cell extracts were 
prepared from the strains of χ3306 
(dnaKJ+), CS2021 (ΔdnaKJ) and CS2501 
(ΔdnaKJ/pdnaKJ+) grown in L-broth to 
OD600 of 1.0 at 30°C and separated on a 
10% SDS-polyacrylamide gel. The 
separated proteins were immunostained 
with anti-σ32 serum and anti-Lon serum. 
pdnaKJ+, pTKY608. (B) The expression 
levels of lacZ fusion to lon promoter in 
cells harboring pTKY821 were assayed 
for β-galactosidase activity. The values 
represent the means and standard 
deviations of samples tested at least in 
triplicate. Strains used were CS3613 
(pdnaKJ+) and CS3614 (ΔdnaKJ).  
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以上のことから、dnaKJ 欠損株ではσ32レギュロンが抑制されずに Lon プロテアーゼが過
剰に蓄積した影響で、HilD 分解が亢進しその細胞内量が減少した可能性が考えられる。即
ち、『SPI1 発現は、sigma32 により開始される feedback loop の中で制御される』という仮
説をたてた。この仮説を検証するために、σ32 による SPI1 制御の可能性を検討した。σ32
をコードする rpoH 遺伝子を lac プロモーターの下流にクローニングしたプラスミドを
χ3306 株に導入し、IPTG 量で rpoH の発現量をコントロールできる株を構築した。L-broth、
30℃で OD600=0.5 まで培養後、IPTG200μM を添加して 1 時間 rpoH 発現を誘導した培養
液から細菌タンパク画分を調製し、抗 HilD 及び抗 HilA 抗体を用いたイムノブロットを行
った（Fig2-8A）。その結果、σ32を過剰に蓄積させると HilD 及び HilA タンパクの減少が
見られた。このことから、σ32が HilD 及び HilA タンパク細胞内量を負に制御することが明
らかとなった。 
σ32が hilD 及び hilA の転写に関わる可能性を検討した。IPTG200μM を添加して 30 分間
rpoH 発現を誘導した菌液から RNA を抽出し、RT-PCR を行って hilDmRNA、hilAmRNA
量を測定した（Fig2-8B）。コントロール株の hilDmRNA、hilAmRNA 量を 1 としたとき
の rpoH 過剰発現株における相対値は hilDmRNA が 0.9 倍とほぼ同等であったが、
hilAmRNA は 0.25 倍と減少することが明らかとなった。以上の結果から、σ32は HilD を
post-translational level で負に制御しており、その結果 hilA 転写を抑制すると考えること
ができた。 
次にσ32による SPI1 の負の制御が Lon を介して行われる可能性を検討した。lon 欠損株
に rpoH 発現プラスミドを導入し、Fig2-8A と同条件でσ32を過剰に蓄積させて HilD 及び
HilA タンパクをイムノブロット法により検出した（Fig2-8C）。その結果、lon 欠損株では
σ32による HilD、HilA タンパクの負の制御が消失した。従って、σ32による SPI1 抑制の実
行因子は Lon であると考えられる。即ち、σ32は Lon の細胞内量調節を介して HilD タンパ
ク量をコントロールしており、その結果 hilA 発現を制御すると結論づけられる。以上の結
果から、dnaKJ 欠損株では、σ32 のフィードバック制御が行われずに Lon が蓄積した影響
で HilD 分解が亢進し、その細胞内量が減少する。その結果、hilA 転写が減少し、SPI1 発
現低下をもたらしたと結論づけることができた。 
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σ32 レギュロンの発現は様々なストレス条件下で誘導される【Van Bogelen et al., 1987; 
Hickey and Hirshfield, 1990; Morgan et al., 1986; Yura et al., 1993】。そこで、σ32 レギュロン
が誘発される種々のストレス条件下で SPI1 発現量が影響を受ける可能性を検討した。χ3306 株を
L-broth、30℃でOD600=0.5まで培養後、熱ストレス（42℃）、5% エタノール、1mM H2O2及び酸
ストレス（pH4.0）にそれぞれ 10 分間さらした後に RNA を抽出した。16Sr RNA、hilA の RT-PCR
を行い、16S rRNA 量を基準に hilAmRNA 量を比較した。非ストレス条件下（30℃）の
hilAmRNA 量を 1 としたときの相対値をグラフに示した（Fig2-9）。各ストレス条件下の
hilAmRNA は熱ストレス時で 0.2 倍、エタノールで 0.2 倍、H2O2 で 0.25 倍、酸ストレスで 0.47 倍
であり、明らかな hilAmRNA の減少が見られた。このことから、SPI1 発現はσ32 を介したストレス応
答制御を受けることが強く示唆された。 
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Figure2-8. Effects of σ32-overexpression on cellular levels of HilA and HilD proteins and hilA and hilD 
transcripts. (A) Cultures of strains CS3072 (p) and CS3586 (prpoH+) were grown in L-broth to OD600 of 0.5 at 
37°C, followed by the induction of σ32 with 200 μM IPTG for 1hr. Whole cell lysates were separated on a 10% 
SDS-polyacrylamide gel and then subjected to immunoblotting using anti-σ32, anti-HilD and anti-HilA sera. 
(B) Bacterial cells of strains used in (A) were grown in L-broth to OD600 of 0.5 at 37°C, followed by the 
induction of σ32 with 200 μM IPTG for 30 min. The levels of hilD and hilA transcripts were measured by 
quantitative, real-time RT-PCR and then normalized to 16S rRNA gene expression. The values represent the 
means and standard deviations of fold change in comparison with the transcription levels of the 
corresponding genes in CS3072. (C) Cultures of strains CS3593 (Δlon/p) and CS3596 (Δlon/prpoH+) were 
grown in L-broth to OD600 of 0.5 at 37°C, followed by incubation with 200 μM IPTG for 1 h to induce σ32. 
Whole cell lysates were separated on a 10% SDS-polyacrylamide gel and then subjected to immunoblotting 
analysis. p, pUE212-1; prpoH+, pUE212-1-rpoH. 
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Figure2-9. Expression of hilA in Salmonella cells 
exposed to heat stress and other stresses. Cells of 
strain χ3306 grown in L-broth to OD600 of 0.5 at 30°C 
were exposed to heat shock (42°C), 5% ethanol, 1 
mM H2O2 and acidic shock (pH 4.0), for 10 min. Total 
RNAs were extracted and hilA transcripts were 
measured by quantitative, real-time RT-PCR and then 
normalized to 16S rRNA gene expression. The values 
represent the means and standard deviations of fold 
change in comparison with the transcription levels of 
hilA in cells incubated at 30°C. 
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ここまでの結果から、DnaK はσ32 レギュロンを通して HilD 細胞内量を調節し、SPI1 全体の発
現を正に制御することを明らかにしたが、他の可能性として HilD フォールディングへの関与がある。
正しくフォールディングされないタンパクは Lon やその他のプロテアーゼによって非特異的に分解
される【Herman and D'Arit, 1998】。上述の可能性を検証するため、まず Lon プロテアーゼ蓄積
による HilD 細胞内量への影響を検討した。lac プロモーター下流に lon 遺伝子をクローニングし
たプラスミドを作製し、χ3306 株に導入して IPTG 量で Lon 細胞内量をコントロールできる株を構
築した。L-broth、37℃で OD600=0.5 まで培養後、IPTG200μM を添加して 1 時間 lon の発現を
誘導した。得られた菌液から細菌タンパク画分を調製し、抗 HilD 抗体を用いたイムノブロットを行
った（Fig2-10A）。その結果、DnaKJ 存在下でも Lon を過剰に蓄積させると HilD の分解が亢進
することが明らかとなった。続いて、dnaKJ lon 二重欠損株の HilD タンパク量をイムノブロット法に
より検討した（Fig2-10B）。dnaKJ 欠損株に lon 欠損変異を導入することで HilD 細胞内量が増加
することが明らかとなった。このことから、dnaKJ 欠損株においても主に Lon プロテアーゼが HilD
を分解すると考えられる。以上の結果は、ここまで述べてきたように、dnaKJ 欠損による HilD 量の
減少は主に Lon の蓄積による分解の亢進の結果であると考えることができる。しかしながら dnaKJ
欠損株で lon を追加欠損させると HilD は増加するものの、lon 単独欠損株に比べその増加の程
度が低かったことから、DnaK が同時に HilD のフォールディング介助に関わる可能性も考えること
ができる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(A)
p plon+
dnaKJ+
HilD
Lon
(B)
lon
dnaKJ +
+ +
Δ Δ
ΔΔ
+
DnaK
Lon
σ32
HilD
Figure2-10. Effects of lon overproduction in dnaKJ+ backgraund (A) and double ΔdnaKJ Δlon mutation (B) 
on cellular levels of HilD protein. (A) Cultures of strains CS3072 (p) and CS3756 (plon+) were grown in 
L-broth to OD600 of 0.5 at 37°C, followed by the induction of lon with 200μM IPTG for 1h. p, 
pUHE21-2Δfd12; plon+; pTKY720. (B) Cultures of strains χ3306 (dnaKJ+ lon+), CS2021 (ΔdnaKJ lon+), 
CS2103 (dnaKJ+ Δlon) and CS3800 (ΔdnaKJ Δlon) were grown in L-broth to OD600 of 1.0 at 30°C. Whole 
cell lysates were separated on a 10% SDS-polyacrylamide gel and then subjected to immunoblotting 
analysis.   
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dnaKJ lon 二重欠損株で蓄積した HilD が活性体であるか否か検討するため、抗 HilA 抗体、
抗 SipC 抗体を用いたイムノブロットを行い、HilA 及び SipC タンパク細胞内量を検討した
（Fig2-11）。その結果、HilD と同様 dnaKJ 欠損株に lon 欠損変異を導入することで HilA の細胞
内量が増加し、下流の SipC 細胞内量も増加することが明らかとなった。このことから、dnaKJ lon
二重欠損株で蓄積した HilD は活性体であると考えられる。dnaKJ 欠損によって引き起こされる
lon 過剰発現の影響を消失させることで HilA、SipC 産生が野生株以上に回復することから、サル
モネラが SPI1 レギュロンを発現させるには DnaK によるσ32 抑制が重要であると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第４節 考察 
 
第１章の結果、DnaK が SPI1 発現調節に関わる可能性が示唆された。そこで本章では、
DnaK による SPI1 発現制御機構を明らかにする目的で検討を行った。 
SPI1 TTSS 構成タンパク及びエフェクターをコードする遺伝子の発現は、OmpR/ToxR 
family の転写制御因子 HilA によって活性化される【Bajaj et al., 1995; Darwin and Miller, 
1999; Eichelberg and Galan, 1999; Lostroh et al., 2000; Lucas et al., 2000; Lostroh and 
Lee, 2001a】。本章ではまず、DnaK が hilA 転写制御を介して SPI1 発現を正に制御するこ
とを明らかとした（Fig2-3、4）。hilA の転写は転写活性化因子 HilD、HilC、RtsA によっ
て活性化される。その中でも HilD は、hilA の転写だけでなく hilC、rtsA の転写も正に制
御することから、SPI1 レギュロンの最上流に位置する転写制御因子である【Ellermeier et 
al., 2005; Lucas and Lee, 2001; Oleknovich and Kandner, 2002】。HilD タンパク量は、
dnaKJ 欠損により顕著に減少することが明らかとなった（Fig2-5A）。さらに、DnaKJ 存
在時に比べて DnaKJ 非存在時には HilD 分解が亢進した（Fig2-6）ことから、DnaK は
HilD タンパクの安定性を制御することが明らかとなった。HilD は自身のプロモーターに作
用し転写を促進する【Ellermeier et al., 2005】。dnaKJ 欠損株では HilD タンパク量が減少し
たために、フィードバック効果が抑制され hilD 発現が減少した（Fig2-5B）と考えられる。従って、
Figure2-11. Effects of double ΔdnaKJ Δlon 
mutation on cellular levels of HilA and SipC 
proteins. Culture of strains of strains χ3306 
(dnaKJ+ lon+), CS2021 (ΔdnaKJ lon+), CS2103 
(dnaKJ+ Δlon) and CS3800 (ΔdnaKJ Δlon) 
were grown in L-broth to OD600 of 1.0 at 30°C. 
Whole cell lysates were separated on a 10% 
SDS- polyacrylamide gel and then subjected to 
immunoblotting analysis.  
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DnaK は HilD の安定性と転写制御を通して HilD 細胞内量を調節することが示唆された。 
HilD タンパク細胞内量はσ32 によって開始されるフィードバックコントロールループの
中で制御されることが明らかとなった。E.coli では、σ32 レギュロンの発現は DnaKJ や
GroEL によるネガティブフィードバック制御を受けることが報告されている。この制御は
ストレス時に細胞内に蓄積するミスフォールドタンパクと DnaKJ や GroEL が作用するこ
とで脱抑制される。DnaKJ 及び GroEL はσ32 と直接結合し、σ32 の活性及び細胞内量を抑
制する【Guisbert et al., 2008】。DnaKJ 或いは GroEL を欠損させると、σ32レギュロンの
転写が活性化され、σ32細胞内量が増加すること、逆に DnaKJ 或いは GroEL を過剰に発現
させるとσ32 レギュロンの発現が抑制され、σ32 細胞内量も減少することが報告されている
【Gamer et al., 1996; Tomoyasu et al., 1998; Guisbert et al., 2004】。サルモネラの dnaKJ
を欠損させると、σ32 細胞内量が増加し（Fig2-7A）、σ32 依存プロモーターを持つ lon の転
写活性が上昇した（Fig2-7B）。このことは E.coli 同様、サルモネラにおいても DnaK シャ
ペロンがσ32レギュロンをフィードバック制御することを示している。従って、dnaKJ 欠損
株ではσ32が抑制されずに蓄積した Lon によって HilD 分解が亢進したと考えることができ
る。以上の結果から DnaK がσ32レギュロンを介して HilD 細胞内量を調節することが示唆
された。 
マクロファージに貪食されたサルモネラは、その殺菌機構から回避しマクロファージ内で
増殖する能力を持つ。しかしながら、マクロファージ内増殖に必要な因子を産生し細胞内
環境に適応するまでの間、マクロファージの細胞死を引き起こすことでその殺菌機構から
逃れると考えられている。ピロトーシスと呼ばれるこの細胞死は、SPI1 エフェクターのひ
とつ SipB によって引き起こされる【Hersh et al., 1999】。SipB は、宿主細胞内のアポトー
シス実行因子であるカスパーゼの一つ、カスパーゼ-1 前駆体（プロカスパーゼ-1）に結合
し、これを活性化することでマクロファージの細胞死を誘発する。又、カスパーゼ-1 ノッ
クアウトマウスを用いた実験から、サルモネラによるカスパーゼ-1 活性化は、全身への感
染拡大にも重要であることが報告されている【Monack et al., 2000】。感染初期のマクロフ
ァージ細胞死の誘発は、サルモネラの感染拡大に必須であるが、マクロファージはサルモ
ネラの増殖の場としても重要であることから、細胞死の誘導は厳密に制御されていると考
えられる。SPI1 遺伝子群の発現はマクロファージ内で抑制されることが報告されている
【Eriksson et al., 2003】。SPI1 発現を抑制する因子のひとつに PhoP/PhoQ 二成分制御系
がある【Behlau and Miller, 1993; Bajaj et al., 1996】。PhoP/PhoQ はマクロファージ内環
境を模した条件下で活性化されることから、マクロファージ内でのSPI1抑制はPhoP/PhoQ
によって行われると考えられてきたが、これまではっきりとした報告はなされていなかっ
た。一方、マクロファージ内では DnaK や GroEL をはじめとするストレスタンパクの産生
が亢進することが Salmonella【Buchmeier and Heffron, 1990】、Yersinia【Yamamoto et al., 
1994】、Legionella【Abu-Kwaik et al., 1993】、Brucella【Lin and Ficht, 1995】で報告さ
れている。このことから、マクロファージ内ではσ32レギュロンが誘導された状態であると
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考えることができる。当研究室では以前に、Lon プロテアーゼを欠損させたサルモネラは
マクロファージ貪食後も SPI1 発現が抑制されず、マクロファージの過剰な細胞死を引き起
こすことを明らかにしている【Takaya et al., 2005b】。このことは、マクロファージ内での
SPI1 抑制に Lon が重要な役割を果たすことを示唆している。即ち、マクロファージ貪食後
の環境に応答してσ32レギュロンが誘発されることでLonが増加する。増加したLonはHilD
分解制御を介して SPI1 レギュロン全体の発現を負に調節しており、マクロファージの過剰
な細胞死を防ぐと考えられる。従って、σ32 は環境に応じて SPI1 発現を制御することでサ
ルモネラの病原性発現を可能にしていると考えることができる。 
dnaKJ lon 二重欠損株の HilD 細胞内量は、lon 欠損株ほど蓄積しなかった（Fig2-10）。
このことから、DnaKがLon非依存的にもHilD細胞内量調節に関わる可能性が示唆された。
正しくフォールディングされないタンパクは、Lon や ClpXP、ClpAP などのプロテアーゼ
によって非特異的に分解される【Herman and D’Arit, 1998】。一方で DnaK は、タンパク
の疎水性領域に結合してその折りたたみを介助する【Hartl and Hayer-Hartl, 2002】。従っ
て、DnaK が HilD のフォールディングを介助することによってプロテアーゼからの分解を
防いでいる可能性が考えられる。HilD タンパクは AraC/XylS ファミリーに共通する
helix-turn-helix の DNA 結合モチーフ（HTH motif）を有しており【Gallegos et al., 1997】、
HTH モチーフ内には疎水性タンパク領域が存在する【Schechter et al., 1999】。DnaK は
この様な HilD 内の疎水性領域と結合してその折りたたみを介助するのかもしれない。或い
は、DnaK によって HilD タンパク産生量が調節されている可能性もある。当研究室では、
HilD 産生量は、FliZ によって post-transcriptional level で正に制御されることを見出して
いる【Kage et al., 2008】。FliZ は、べん毛レギュロンに属しており、fliAZ オペロンを形成
している。dnaKJ 欠損株では fliA プロモーター活性が顕著に低下することから（後述; 第
3 章）、fliZ 発現量も顕著に低下していると推測される。従って、dnaKJ 欠損により FliZ 産
生量が減少し、hilD 転写後のタンパク産生量が低下した可能性も否定できない。 
dnaKJ 欠損株に lon 欠損を導入することで HilD 及び下流の HilA、SipC タンパク産生が
回復した（Fig2-10、11）。この結果は、DnaK がσ32レギュロンを抑制し、Lon の発現量を
コントロールすることで SPI1 発現を可能にすることを示唆している。 
本章の結果から、SPI1 レギュロンの発現はσ32によって開始されるフィードバックコント
ロールループの中で制御されることが明らかとなった（Fig2-12）。DnaK は、ストレスを感
知してσ32レギュロンの発現量を制御することでSPI1発現に正の効果をもたらす。従って、
サルモネラは感染後のストレスに応答して、σ32 レギュロンを誘発させ SPI1 発現を調節す
ることにより、感染の時間や環境に応じた病原性発現を可能にしていると考えられる。 
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Figure2-12. Regulation of Salmonella pathogenicity island 1 expression in the σ32-mediated feedback 
regulatory loop 
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第 3 章 DnaK シャペロンによるべん毛発現制御機構 
 
はじめに 
 
第１章では、DnaK がべん毛形成に必須な因子であることが示唆された。serovar 
Typhimurium のべん毛は、基部体と菌体外に長く伸びるらせん状のべん毛繊維、及び両者
をつなぐフックから成る【Macnab, 2004】。基部体は外膜及び内膜それぞれに結合したリン
グと、それらを連結するロッドから構成される。この表層膜系内に埋まった基部体からニ
ードル様の構造（フック及びべん毛繊維）が細胞外へ突き出ている。この様な基部体とフ
ック構造体の特徴は、前章で述べた SPI1 TTSS と構造及び機能的に高い類似性を持つ
【Bloker et al., 2003】。 
べん毛の形成と機能発現には約 50 の遺伝子が関与しており、それらは 17 のオペロンを
形成している【Kutsukake et al., 1988】。これらの遺伝子は、べん毛レギュロンとしてひと
つに統合された転写制御を受ける。各遺伝子は 3 つのクラスに分類され、クラス 1、2、3
の順に階層性を持って発現する【Kutsukake et al., 1990】（Fig3-1）。べん毛レギュロンの
最上流に位置するクラス 1 には flhDC オペロンが属する【Kutsukake et al., 1980】。産生
された FlhD、FlhC タンパクは FlhDC 複合体を形成し【Claret and Huges, 2000; Wang et 
al.,2006】、クラス 2 遺伝子のプロモーター上流に結合することでその転写を活性化する
【Liu et al., 1995; Ikebe et al., 1999; Claret and Huges, 2002】。クラス 2 には、べん毛の
基部体やフックの形成に関わるタンパク及び転写因子 FliA（σ28）をコードする遺伝子が属
する。基部体、フックの形成が終了するとσ28によってクラス 3 遺伝子群の転写が活性化さ
れる【Ohnishi et al., 1990; Schaubach and Dombroski, 1999】。クラス 3 には、フラジェ
リン（fliC、fljB）やその重合を介助する cap 構造に関わるタンパク及びべん毛回転運動に
関わるタンパクをコードする遺伝子が属している。産生されたクラス 3 タンパクは、べん
毛の基部体及びフックから成るタイプ III 分泌システムによって分泌された後に重合し、フ
ィラメントと呼ばれるべん毛繊維を形成する【Macnab, 2004】。 
べん毛レギュロンの全体の発現はマスターレギュレーターFlhDC ひとつによって支配さ
れており、その細胞内量は様々な制御タンパクに影響される。flhDC 転写を正に制御する
因子として、ヒストン様ヌクレオチド構造（histone-like nucleotide; H-NS）【Bertin et al., 
1994】や、cAMP と cAMP レセプタータンパク（CRP）【Kutsukake, 1997; Soutourina et 
al., 1999】が、負に制御する因子として高浸透圧条件で活性化される OmpR/EnvZ 二成分
系【Shin and Park, 1995】が報告されている。又、RNA 結合タンパクである CsrA は
flhDCmRNA に結合し安定化させることで翻訳を促進する【Wei et al., 2001】。さらに、当
研究室ではこれまでにストレスタンパクのひとつである ClpXP プロテアーゼが複合体形成
後の FlhDC を分解することで、べん毛レギュロンの発現を負に制御することを明らかとし
ている【Tomoyasu et al., 2003】。 
第 3 章 DnaK シャペロンによるべん毛発現制御機構                  
 - 34 -
本章では DnaK によるべん毛発現制御機構を明らかにする目的で検討を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第 1 節 べん毛レギュロン発現における DnaK シャペロンの役割 
 
DnaK がべん毛レギュロンの発現に関わる可能性を検討するため、各階層に含まれる代表
的な遺伝子 flhDC（class1）、fliA（class2）、fliC（class3）の転写量を測定した。 
serovar Typhimurium は異なる H 抗原を持つフラジェリンを発現する。これらの抗原は
それぞれ fliC、fljB にコードされている【Stocker, 1949】。fliC 及び fljB は染色体上で別の
位置に存在しており、FliC（phase-1 flegellin）、FljB（phase-2 flagellin）のいずれか一方
を発現する【Silverman et al., 1979】。これはべん毛相変異と呼ばれ、fljB プロモーターの
向きが変化することで起こる【Simon et al., 1980】（Fig3-2）。fljB は fljA とオペロンを形
成する。fljB 発現時には、下流の FljA が産生され、FliC 発現のリプレッサーとして働く
【Bonifield and Hughes, 2003; Aldridge et al., 2006】。一方、fljB が発現しない場合は FljA
による抑制作用が消失するため、FliC が産生される。この相変異は一細胞あたり 10-3から
10-5の頻度で起こる【Stocker, 1949】。従ってこの表現型は fliC、fljB 遺伝子の発現が混在
するため、べん毛遺伝子の転写量を検討する上で不適切である。そこで、fljBA オペロンを
破壊し、fliC のみが特異的に発現される株を構築し検討に用いた。 
 
Figure3-1. Flagellar assembly and transcriptional hierarchy 
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flhD、fliA、fliC 各遺伝子のプロモーターの下流に lac 遺伝子をつなぎ、dnaKJ+株及び
dnaKJ 欠損株に P22 トランスダクションを用いて導入した。各菌株を L-broth、30℃で一
晩振盪培養後、β-ガラクトシダーゼ活性を指標として各遺伝子の転写活性を測定した
（Fig3-3A）。その結果、dnaKJ 欠損により fliA、fliC の転写活性が顕著に低下することが
明らかとなった。一方、flhD の転写活性は dnaKJ+株、dnaKJ 欠損株でほぼ同等であった。
このことから、DnaK は flhD の転写には影響を与えず、flhD 転写後の制御を通して下流の
fliA、fliC の転写、即ちべん毛レギュロン全体の発現を正に制御することが示唆された。 
FlhD、FlhC は FlhDC 複合体を形成し、fliA のσ70プロモーターの転写活性化因子として
働く【Ikebe et al., 1999】。当研究室ではこれまでに、ClpXP プロテアーゼが FlhDC 複合体
の分解制御を介してべん毛発現を負に制御することを明らかにしてきた【Tomoyasu et al., 
2002; Tomoyasu et al., 2003】。ClpXP の発現はσ32 によって活性化される。前章でも述べたよう
に、dnaKJ 欠損株ではσ32 レギュロンの発現が活性化された状態であることから（Fig2-7）、過剰の
ClpXP が蓄積していると推測される。従って、dnaKJ 欠損株では ClpXP 蓄積の影響で fliA、fliC
転写が低下した可能性がある。そこで、dnaKJ clpP 二重欠損株の flhD、fliA、fliC の転写活性を
β-ガラクトシダーゼ活性を指標に検討した（Fig3-3B）。しかしながら、dnaKJ 欠損で低下した fliA、
fliC転写は clpP 欠損変異を導入しても回復しなかった。このことから、dnaKJ欠損によるべん毛レ
ギュロン発現の低下は、ClpXP 蓄積の影響ではないと考えられた。即ち、DnaK は ClpXP 非依存
的な flhD の post-transcriptional control 或いは post-translational control を通して、べん毛
レギュロン全体の発現を正に制御すると考えることができる。 
 
 
 
 
 
Figure 3-2. Flagellar phase variation in Salmonella 
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DnaK の役割として、①FlhD 或いは FlhC のフォールディング介助、②FlhDC 複合体形
成の介助、③新生 FlhDC 複合体の活性体への変換介助の可能性を考えることができる。 
これらの可能性を検討するために、まず、dnaKJ 欠損による FlhC、FlhD タンパク細胞
内量への影響を検討した。FlhC、FlhD 細胞内量は少ないため、染色体由来のタンパクの検
出は困難である。そこで、FlhC、FlhD を検出可能なレベルに増加させるために lac プロモ
ーター下流に flhDC オペロンをクローニングしたプラスミド（pTKY594）を構築し、各株
に導入した。これにより、リードスルーによって FlhC、FlhD タンパクを検出可能なレベ
ルまで蓄積させることができる。L-broth、30℃で一晩培養後、細菌タンパク画分を調製し、
抗 FlhC、抗 FlhD 抗体を用いたイムノブロットを行った（Fig3-4A）。その結果、dnaKJ
欠損株の FlhC、FlhD タンパク量は dnaKJ+株とほぼ同等であった。このことから、DnaK
は FlhC、FlhD タンパクのフォールディングには関与しないと考えられる。 
次に、DnaK が FlhDC 複合体の形成に関わる可能性を検討した。当研究室では ClpXP は
FlhDC 複合体のみを認識し、FlhC と FlhD のモノマー及びオリゴマーを認識しないことを
見出している【Tomoyasu et al., 2003】。もし DnaK 非依存的に FlhDC 複合体が形成されるな
らば、DnaK の存在に関わらず clpP 欠損変異により FlhC、FlhD の細胞内量は増加すると予想さ
れる。そこで dnaKJ+株及び dnaKJ 欠損株に clpP 欠損変異を導入し、FlhD 及び FlhC 細胞内
量への影響を検討した。clpP 欠損株（dnaKJ+ΔclpP）では、dnaKJ+clpP+株に比べて FlhC、
FlhD タンパクが蓄積する。同様に dnaKJ 欠損株に clpP 欠損変異を導入することで FlhC、
Figure3-3. Effects of depletion of DnaK chaperone machinery (A) and both DnaK and ClpP protease (B) 
on transcription of class 1, 2 and 3 genes in the Salmonella flagellar regulon. The levels of β-galactosidase 
activity in transcriptional lac-fusions of the class 1 (flhD), 2 (fliA) and 3 (fliC) genes were assayed in 
bacterial cells of strains CS2055 (dnaKJ+ fliC-lac), CS2140 (dnaKJ+ fliA-lac), CS2144 (dnaKJ+ flhD-lac), 
CS2279 (ΔdnaKJ fliC-lac), CS2280 (ΔdnaKJ fliA-lac), CS2281 (ΔdnaKJ flhD-lac), CS2956 (ΔdnaKJ ΔclpP 
fliC-lac), CS2955 (ΔdnaKJ ΔclpP fliA-lac) and CS2958 (ΔdnaKJ ΔclpP flhD-lac).  
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FlhD タンパクが蓄積したことから、FlhDC 複合体は DnaK 非依存的に形成されることが示唆され
た。一方、dnaKJ clpP 二重欠損株では FlhDC 複合体が蓄積するにも関わらず、FliC 細胞内量
は dnaKJ 欠損株とほぼ同程度であった。従って、dnaKJ 欠損株では蓄積した FlhDC 複合体が
転写活性化因子として機能していないと考えられる。以上の結果から、③の可能性、即ち DnaK が
FlhDC 複合体の活性発現に関わることが示唆される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure3-4. Effects of depletion DnaK chaperone machinery and/or ClpP protease on cellular levels of 
FlhD, FlhC and FliC. Whole cell lysates were prepared from bacterial cells of strains CS2743 (dnaKJ+ 
clpP+, pTKY594), CS2744 (dnaKJ+ ΔclpP, pTKY594), CS2745 (ΔdnaKJ clpP+, pTKY594) and CS2911 
(ΔdnaKJ ΔclpP, pTKY594). (A) Immunoblotting analysis using anti-FlhC, anti-FlhD and anti-FliC sera. 
(B) Coomassie brilliant blue-stained 15% SDS-PAGE patterns of the same samples used for 
immunoblotting analysis. 
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第 2 節 DnaK シャペロンによる FlhDC 複合体活性発現制御 
 
DnaK による FlhDC 複合体活性化の可能性を検討するため、flhDC の転写量を厳密にコ
ントロールできるシステムを導入し、FlhDC の細胞内量と活性の相関を検討した。染色体
上の flhDC を欠損させた株に IPTG 添加量で flhDC 発現量をコントロールできるプラスミ
ド（pTKY705）を導入し、CS2962 (dnaKJ+ clpP+ fliA-lac /pTKY705)、CS2967 (ΔdnaKJ 
clpP+ fliA-lac/ pTKY705)、CS2968 (ΔdnaKJ ΔclpP fliA-lac /pTKY705)を作製した。各菌株
をM9 mediumでOD600=0.5まで振盪培養後、IPTG50μMを添加し flhDC発現を誘導した。
IPTG を添加してから 0、0.5、1.0、2.0、3.0 時間後に細菌タンパク画分を調製し、イムノ
ブロット法により FlhD、FlhC 蓄積量を検討した（Fig3-5A）。その結果、dnaKJ+ clpP+株
では 0.5 時間後から FlhC、FlhD タンパクが検出された。一方、dnaKJ 欠損株では 0.5 時
間後は FlhC、FlhD ともに検出限界以下であり、FlhC は 1.0 時間後、FlhD は 2.0 時間後
に初めて検出可能なレベルまで蓄積し、3.0 時間後には dnaKJ+ clpP+株と同レベルに達した。
dnaKJ+株と dnaKJ 欠損株で、flhDC 発現量は同等であると考えられることから、上述の
結果は dnaKJ 欠損株では FlhC 及び FlhD の分解が亢進していることを示唆している。又、
dnaKJ clpP 二重欠損株では FlhC が 0.5 時間後から検出され、dnaKJ+ clpP+株とほぼ同等
に蓄積した。FlhD は dnaKJ 欠損株よりも早い 1.0 時間後に初めて検出可能なレベルまで
蓄積し、3.0 時間後には dnaKJ+ clpP+株と同レベルに達した。以上の結果より、dnaKJ 欠
損株の FlhC、FlhD の蓄積の遅延は ClpP 蓄積の影響であると考えることができる。しかし
ながら、dnaKJ clpP 二重欠損株の FlhD 蓄積は dnaKJ+ clpP+株までは回復しなかった。こ
のことは、dnaKJ 欠損によって FlhD モノマー或いはホモオリゴマーの分解が亢進する可
能性を示唆している。この可能性については第 4 節で検討する。 
蓄積させた FlhDC の活性を検討するために、β-ガラクトシダーゼ活性を指標に各サンプ
ルの fliA 転写活性を測定した（Fig3-5B）。dnaKJ+ clpP+株では FlhC、FlhD タンパク蓄積
量の増加に伴い、活性が増加した。一方、dnaKJ 欠損株では dnaKJ+ clpP+株に比べて活性
は低く、FlhC、FlhD タンパク量が dnaKJ+ clpP+株と同レベルに達した 3.0 時間後におい
ても活性は明らかに低かった。又、dnaK clpP 二重欠損株においても FlhDC の活性は低い
ことが明らかとなった。dnaKJ 欠損によって FlhDC の活性が著しく低下したことから、
DnaK は FlhDC 複合体の活性発現に重要であると考えることができる。 
 
 
 
 
 
 
 
第 3 章 DnaK シャペロンによるべん毛発現制御機構                  
 - 39 -
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一方、dnaKJ 欠損時にも過剰の FlhDC 蓄積によって fliA 転写活性が少ないながらも増加
したことから、DnaK 非依存的に FlhDC 複合体が活性を持つ可能性を完全には否定できて
いない。即ち dnaKJ 欠損により FlhC、FlhD タンパクのフォールディング或いは FlhDC
複合体の形成に時間を要する可能性がある。この仮説によれば、dnaKJ 欠損株でも細胞内
に長時間存在する FlhDC は fliA 転写を活性化すると予想される。そこで、FlhDC 蓄積後
に新規 flhDC 発現を止め、FlhDC の活性の経時的発現を検討した。M9 medium で
OD600=0.5 まで培養した後、IPTG50μM を添加して 1 時間 flhDC 発現を誘導した。その後、
培地を IPTG を含まない M9 medium に交換して新規 FlhC、FlhD 産生を止めた。続く 0、
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Figure3-5. Accumulation and expression of activity of FlhD and FlhC proteins in initiating the transcription of 
fliA-fused lacZ gene after induction of IPTG-controlled flhDC genes in cells depleted either of DnaK or of DnaK and 
ClpP. Bacterial cells of strains CS2962 (dnaKJ+ clpP+, pTKY705), CS2967 (ΔdnaKJ clpP+, pTKY705) and CS2968 
(ΔdnaKJ ΔclpP, pTKY705), which carry the fliA-lacZ fusion on the chromosome and PA1/lacO1-flhDC on plasmid 
pTKY705, were grown in M9 medium to OD600 of 0.5 at 30°C, followed by the induction of flhD and flhC by adding 
50μM IPTG. Samples were taken at the times indicated and a portion of each was subjected to 15% SDS-PAGE, 
followed by immunoblotting with antisera against FlhC or FlhD. The proteins separated on the gel were also stained 
with Coomassie brilliant blue (A). β-galactosidase from the fliA-lacZ fusion was determined in each sample (B). The 
values represent the means and standard deviations of samples tested in triplicate. 
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0.5、1.0、2.0、3.0 時間後に細菌タンパク画分を調製し、イムノブロット法により FlhC、
FlhD タンパク量を検討した（Fig3-6A）。FlhDC の活性は、fliA 転写量を指標とした
（Fig3-6B）。その結果、dnaKJ 欠損株の FlhDC 活性は 3.0 時間経過後も増加しなかった。
dnaKJ clpP 二重欠損株では、dnaKJ+ clpP+株以上に FlhC、FlhD が安定に存在しており
FlhDC 複合体の存在が示唆されたが、その活性は増加しなかった。即ち、形成された FlhDC
複合体が転写活性化因子として機能していないと考えられることから、dnaKJ 欠損による
fliA 転写の低下が、FlhD、FlhC タンパクのフォールディング遅延、或いは複合体形成の遅
延によってもたらされる可能性は否定された。以上の結果から、DnaK は FlhDC 複合体を
真の転写活性化因子に変換すると結論づけることができる。 
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Figure3-6. Initiation of transcription of fliA-fused lacZ gene by FlhD and FlhC in the absence of new synthesis of 
these proteins. Bacterial cells of strains CS2962 (dnaKJ+ clpP+, pTKY705), CS2967 (ΔdnaKJ clpP+, pTKY705) 
and CS2968 (ΔdnaKJ ΔclpP, pTKY705), which carry the fliA-lacZ fusion on the chromosome and PA1/lacO1-flhDC 
on plasmid pTKY705, were grown in M9 medium to OD600 of 0.5 at 30°C. The expression of the flhD and flhC was 
induced by 50μM IPTG. After incubation for 1hr at the same temperature, the bacterial cells were centrifuged and 
resuspended in prewarmed M9 medium. After incubation at 30°C, samples were taken at each time indicated and 
a portion of each was subjected to 15% SDS-PAGE, followed by immunoblotting using antiserum against FlhC 
and FlhD. The proteins separated on the gel were also stained with Coomassie brilliant blue (A). β-galactosidase 
from the fliA-lacZ fusion was determined in each sample (B). The values represent the means and standard 
deviations of samples tested in triplicate. 
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第 3 節 DnaK シャペロンと FlhDC 複合体の相互作用 
 
第１項  in vivo での相互作用 
 
DnaK シャペロンが FlhDC 複合体と直接的に相互作用する可能性を in vivo で pull down 
assay を行い検討した。flhDC オペロンの N 末端に His タグをコードする遺伝子を融合し、
IPTG でその発現量をコントロールできるプラスミド（pTKY597）を作製した。IPTG の添
加により、FlhC タンパクと N 末に His タグが付加された FlhD タンパクが産生される。
Ni2+-NTA アフィニティークロマトグラフィーで FlhD を回収すると、複合体を形成する
FlhCタンパクも共精製される。もし、DnaKがFlhDCと相互作用するならば、FlhDC-DnaK
複合体が得られると予想した。 
serovar Typhimurium の flhD clpP 二重欠損株に pTKY597 を導入し、CS3077（ΔflhD 
ΔclpP /pZA4lacIq、pTKY597）を作製した。L-broth、30℃で OD600=0.5 まで培養後、IPTG 
1mM を添加し flhDC 発現を 3 時間誘導した。その後、菌体を破砕し得られた可溶性画分を
Ni2+-NTA ビーズと反応させた。非特異的に結合したタンパクを 10mM のイミダゾールで
洗浄後、20、25、50、75、100、150、200、250mM イミダゾールで順に溶出した。各溶
出画分のタンパクを SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動で展開し CBB 染色を行ったと
ころ、75、100、150、200mM イミダゾール溶出画分に FlhD に相当する約 14kDa のバン
ドが検出された。又、75、100mM イミダゾール溶出画分には FlhC に相当する約 20kDa
のバンドも検出された（Fig3-7A）。このことから、FlhDC 複合体が得られたことを確認し
た。FlhDC 複合体を含む 75mM イミダゾール画分を Superose12 ゲルろ過クロマトグラフ
ィーカラムで分離した。溶出されたタンパクを SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動で展
開し（Fig3-7C）、抗 DnaK、抗 FlhD、抗 FlhC 抗血清を用いたイムノブロット法を行った
（Fig3-7B）。FlhD、FlhC は E.coli では FlhD4C2複合体を形成することが報告されている
【Wang et al., 2006】。His-FlhD 単量体は 14123Da、FlhC 単量体は 21600Da であること
から、FlhD4C2複合体は 99692Da と考えられる。Gel filtration standard (Bio-Rad）を溶
出して得た検量線から、約 100kDa の複合体は 25 番目のフラクションに溶出される（data 
not shown）。Fig3-7B、C の結果から、フラクション 25 で FlhD、FlhC が共に検出されて
おり、FlhDC 複合体が溶出されたと考えられる。さらに、フラクション 23、24 では FlhD、
FlhC と共に DnaK が検出されたことから、DnaK-FlhDC 複合体が得られたと考えること
ができる。従って、in vivo で FlhDC 複合体と DnaK が直接的に作用することが示唆され
た。 
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第２項 ATP サイクル依存的な相互作用 
 
DnaK シャペロンシステムは、基質タンパクと ATP サイクル依存的に結合・解離を繰り
返す。即ち、ADP 結合型の DnaK は基質と高い親和性を持つが、ADP が ATP に置き換わ
ると DnaK から基質が解離する【Palleros et al., 1991】。DnaK シャペロンシステムは His
タグが付加されたσ32 と ATP シャペロンサイクルの中で相互作用することが報告されてい
る。このことは DnaK とσ32 が ATP 非存在下で効率的に結合すること、さらに DnaK-σ32
複合体に ADP を添加することでσ32 が解離するという結合・解離実験の結果から明らかと
された【Gamer et al., 1996】。そこで DnaK が ATP シャペロンサイクルの中で FlhDC 複
合体と相互作用する可能性を検討するため、結合・解離実験を行った。 
まず、FlhDC 複合体の精製を行った。前述した flhDC プラスミド pTKY597 を E.coli に
導入し、CS5193（E.coli DH5αZ1/ pTKY597）を作製した。L-broth、30℃で OD600=0.5
まで培養後、IPTG 1mM を添加し flhDC の発現を 3 時間誘導した。菌体を破砕し、可溶性
画分を Ni2+-NTA ビーズと反応させた後、250mM イミダゾールでビーズに結合した目的タ
ンパクを溶出した。続いて、FlhDC 複合体を得るため Superdex75 ゲルろ過クロマトグラ
フィーカラムを用いて分離・溶出した。Gel filtration standard （Bio-Rad）を溶出して作
製した検量線から、FlhDC 複合体に相当する約 100kDa のタンパクは 30、31 番目のフラ
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Figure3-7. Gel filtration of N-His-FlhD-containing imidazole elution fraction. (A) A Ni2+-NTA Superflow column was 
loaded with the extracts from CS3077 cells, washed and developed by a stepwise concentration of imidazole. The 
fractions were separated by SDS-PAGE and visualized by staining of the gel with Coomassie brilliant blue. (B) 
Aliquots of fraction by 75mM imidazole elution shown in (A) were subjected to size exclusion chromatography using 
a SuperoseTM12. Aliquots of the collected fractions were subjected to SDS-PAGE and immunoblot analysis with 
DnaK-, FlhD- and FlhC-specific antisera. (C) The gel in (B) was visualized by staining with Coomassie brilliant blue. 
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クションに溶出される（data not shown）。溶出したタンパクを SDS-PAGE で展開したと
ころ（Fig3-8A）、30、31 番目のフラクションに FlhC、FlhD に相当するバンドが検出され
たことから、FlhDC 複合体が得られたことを確認した。 
得られたFlhDCが、ATPサイクル依存的にDnaKと相互作用するか否か検討した。まず、
FlhDC 複合体を Ni2+-NTA ビーズと 4℃でインキュベートし結合させた。続いてビーズを
洗浄し、非結合状態の FlhDC 複合体を取り除いた後、方法の項 24）に従って調製したサル
モネラ細胞質画分を 37℃、ATP 非存在下で反応させ、細胞質画分中の DnaK を FlhDC に
結合させた。次に ATP を加えてインキュベートすることによって ATP シャペロンサイク
ルを回し、DnaK に結合するタンパクを解離させた。その後、ビーズに残っているタンパク
をEDTA添加によって溶出し、SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動で展開した（Fig3-8B）。
各サンプル中の DnaK、FlhC、FlhD はイムノブロットにより検出した（Fig3-8C）。dnaKJ+
株では ATP 非添加時に DnaK が回収されたことから、FlhDC と DnaK が ATP 非存在下で
結合したと考えられた。一方、ATP 添加後のサンプルでは DnaK 回収量が顕著に減少した。
このことから、ATP 存在下では DnaK-FlhDC 複合体から DnaK が解離したと考えられる。
従って、DnaK は ATP シャペロンサイクルの中で FlhDC 複合体と相互作用することが示
唆された。 
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Figure3-8. Binding of DnaK to the FlhDC hetero-oligomer and ATP-dependent release from the complex. 
(A) Gel chromatography of the His-tagged FlhD-FlhC complex eluted from a Ni2+-NTA Superflow column. A 
portion of each fraction indicated was separated on 15% SDS-PAGE and stained with Coomassie brilliant 
blue. Relative to the standards of known molecular weights on the gel chromatography, a value of 
Mr=99692 for the protein complex was calculated. This value corresponds to a hetero-oligomer composed 
of the His-tagged FlhD tetramer (Mr=56492) and the FlhC dimer (Mr=43200). (B) Coomassie brilliant 
blue-stained 15% SDS-PAGE patterns of proteins recovered from the Ni2+-NTA Superflow beads. Cell 
lysates were prepared from strains χ3306 (dnaKJ+) and CS2021 (ΔdnaKJ) and mixed with beads to which 
His-tagged FlhD was bound in association with FlhC. The release of DnaK from the beads was examined 
in the presence or absence of ATP. (C) Detection of DnaK, FlhC and FlhD proteins in the samples shown 
in (B) using antisera against the corresponding proteins. 
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第 4 節 FlhD 分解に関わるプロテアーゼ 
 
ここまでの結果から、DnaK は FlhDC 複合体の活性発現調節を介してべん毛レギュロン
発現を正に制御することを明らかとした。その中で、FlhD 細胞内量は ClpXP プロテアー
ゼによる FlhDC 複合体の分解による制御に加えて、ClpXP 非依存的な分解制御を受ける可
能性が示唆された（Fig3-5）。本節では、FlhD モノマー或いはホモオリゴマーの分解に関
わるプロテアーゼ存在の可能性を検討する。 
dnaKJ 欠損による FlhD 分解亢進（Fig3-5）は、dnaKJ 欠損によって活性化されるσ32
レギュロンの影響を考えることができる。σ32が FlhD 細胞内量に影響を与える可能性を検
討するため、clpP 欠損株でσ32を過剰に蓄積させ、FlhD タンパク細胞内量を検討した。ま
ず、ParaBADプロモーターの下流にσ32をコードする rpoH 遺伝子をクローニングしたプラス
ミド（pTKY842）を作製し、染色体上の fljBA及び clpPを欠失させた株に導入した。L-broth、
37℃で OD600=0.5 まで培養後、アラビノース 0.01%を添加して 1 時間 rpoH 発現を誘導し
た。得られた培養液から細菌タンパク画分を調製し、抗 FlhD 抗血清を用いてイムノブロッ
トを行った（Fig3-9）。σ32 を蓄積させた結果、FlhD 量は減少することが明らかとなった。
一方、この時 FlhC タンパク量に影響は見られなかった。従って、σ32制御下のプロテアー
ゼによって FlhD がモノマーあるいはホモオリゴマーの段階で分解制御を受けると考える
ことができた。べん毛産生量への影響を検討する目的で、FliC 細胞内量を検討した（Fig3-9）。
その結果、σ32を過剰に蓄積させることで FliC 細胞内量が減少した。以上の結果から、σ32
制御下のプロテアーゼが FlhD 分解に関与しており、その結果べん毛産生を負に制御するこ
とが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
σ32 制御下のプロテアーゼとして、ClpXP の他に ClpAP、Lon、HslVU 等がある。当研
究室では以前に、serovar Typhimurium の各プロテアーゼ欠損株を用いた研究から、lon
欠損株では fliC の転写が野生株以上に増加することを見出している【Tomoyasu et al., 
2003】。そこで、Lon が FlhD の分解に関わる可能性を検討した。 
lac プロモーターの下流に flhD 遺伝子をクローニングしたプラスミド（pTKY596）を染
色体上の flhDC オペロンを欠損させた株に導入し、IPTG 添加によって FlhD 蓄積量をコン
Figure 3-9. Effects of σ32 overexpression on cellular 
levels of FlhD, FlhC and FliC proteins. Cultures of 
strains CS3991 (p) and CS3932 (prpoH+) were grown in 
L-broth to OD600=0.5 at 37°C, followed by the induction 
of flhDC with 50μM IPTG and the induction of σ32 with 
0.01% arabinose for 1hr. Whole cell lysates were 
separated on an 12.5% polyacrylamide gel and then 
subjected to immunoblotting with anti-σ32, anti-FlhD, 
anti-FlhC and anti-FliC sera. p; pMPMA4, prpoH+; 
pTKY842 
ΔclpP
p prpoH+
σ32
FlhC
FlhD
FliC
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トロールできる株を構築した。L-broth、37℃で OD600=0.5 まで培養した菌液に IPTG0 か
ら 50μM を添加して 1 時間 flhD 発現を誘導後、菌体タンパクを調製し、抗 FlhD 抗体を用
いたイムノブロット法により FlhD 蓄積量を lon+株と lon 欠損株で比較した。その結果、lon+
株では 0μM で FlhD が検出限界以下であったのに対して、lon 欠損株では 0μM から検出さ
れ、50μM 添加時には lon+株と比較して明らかなタンパク量の蓄積が見られた（Fig3-10）。
lon+株と lon 欠損株では同じプラスミドを用いているため、ITPG が同量の時、産生される
FlhD タンパク量は同等であると考えられることから、検出されたタンパク量の相違は lon
欠損株で FlhD タンパクが安定化していることに起因すると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
LonがFlhDの安定性に関わる可能性を明らかにする目的で、パルス−チェイス法により、
FlhD の細胞内安定性を検討した。前述した実験で用いた菌株を実験の項 18）に従い、10μM 
IPTG で 5 分間誘導後、[35S]-メチオニン、システインで 1 分間ラベルした後、非標識のメ
チオニン、システインでチェイスした。その後、1、10、20、30、45、60 分毎にサンプル
を調製し、FlhD を免疫沈降により分離した。免疫沈降物を SDS ポリアクリルアミドゲル
電気泳動により展開し、オートラジオグラフィーにより検出した（Fig3-11）。その結果、lon+
株では、半減期が 14.05 分であったのに対して、lon 欠損株では 21.72 分と長くなっていた。
このことから、Lon が FlhD の安定性制御に関わることが明らかとなった。 
従って、第 2 節で見られた dnaKJ 欠損による FlhD 蓄積の遅延は Lon 蓄積の影響である
と結論づけることができる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-10. Levels of FlhD protein in cells by the induction of flhD expression. Cultures of strains CS3211 
(lon+/pflhD+)and CS3194 (Δlon/pflhD+) were grown to OD600 of 0.5 at 37°C in L-broth, followed by the 
induction of flhD expression by adding 0, 10, 20, 30 or 50μM IPTG for 1h. Immunoblotting of the cellular 
lysates using anti-FlhD serum. vector, pUHE21-2Δfd12; pflhD+,pTKY596 
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Figure3-11. In vivo stability of FlhD 
protein. Cells of strains CS3211 
(lon+/pflhD+) and CS3194 (Δlon/ 
pflhD+) were grown to OD600=0.5, 
followed by the induction of flhD 
with 10μM IPTG for 5min. Cells 
were pulse-labeled with [35S]- 
methionine and cysteine for 1min at 
37 °C and then chased with 
unlabelled methionine and 
cysteine. Samples were taken at 
indicated times, followed by 
immunoprecipitation of FlhD (A). 
(B) show quantification of the 
precipitated proteins relative to the 
value at time 1min. Mean values of 
at least three independent 
experiments are given. pflhD+, 
pTKY596 
 
第 3 章 DnaK シャペロンによるべん毛発現制御機構                  
 - 46 -
第 5 節 考察 
 
DnaK がべん毛レギュロン発現に関わる可能性を検討したところ、dnaKJ 欠損によって
fliA（class2）、fliC（class3）の転写活性が顕著に低下することが明らかとなった。一方、
べん毛レギュロン最上流の flhDC の転写は、dnaKJ 欠損による影響を受けなかった
（ Fig3-3 ） こ と か ら 、 DnaK が flhDC の post-transcriptional control 或 い は
post-translational control に関わることが示唆された。DnaK は、E.coli においてもべん毛
形成に必須であるが、今回の結果とは異なり E. coli では flhDC の transcriptional control
に関わることが報告されている【Shi et al., 1992】。従って DnaK シャペロンシステムは、
サルモネラと E. coli のべん毛発現において異なる働きを担っていると考えられる。 
第 4 節では、FlhD の分解に Lon プロテアーゼが関わることを見出した（Fig3-11）。FlhD
は、FlhC と複合体を形成してべん毛レギュロン発現を制御するだけでなく、FlhD 単独で
も転写制御因子として働く。FlhD によって活性化される因子として、細胞分裂を抑制する
cadAB【Prüß and Matsumura, 1996; Prüß et al., 1997】、ompT、アミノ酸代謝に関わる
gltBD、gcvTHP【Prüß et al., 2003】などが報告されている。Lon プロテアーゼは、FlhD
細胞内量調節を介してべん毛レギュロンのみならず、これらの遺伝子発現制御にも関わる
可能性が考えられる。 
DnaK シャペロンシステムは、べん毛レギュロンマスターレギュレーターである FlhDC
複合体を真の転写活性化因子に活性化することで、べん毛レギュロンの全体の発現を正に
制御することを明らかとした。FlhDC 複合体は、クラス 2 プロモーター上流の遺伝子配列
に結合することでその転写を活性化する。FlhDC 複合体の結合領域は、FlhDC box と呼ば
れる17-18bpから成る2つの回文配列である【Claret and Hughes, 2002; Ikebe et al., 1999; 
Liu and Matsumura, 1994】。FlhD、FlhC は単独では FlhDC box に結合できないが【Claret 
and Hughes, 2000】、複合体を形成した後に DNA と結合し、プロモーター周辺の DNA の
立体構造を変化させ、σ70-RNA ポリメラーゼホロ酵素による転写開始を促進すると考えら
れている【Claret and Hughes, 2002; Wang et al., 2006】。従って、DnaK シャペロンシス
テムは、FlhDC 複合体に作用することで FlhDC と DNA の結合を促進する、或いは FlhDC
と DNA の結合を安定化させる働きを持つと考えることができる。 
DnaK シャペロンシステムによる FlhDC 活性発現制御機構として、以下の可能性が考え
られる。FlhDCとDNAの結合に関わる因子として、FliTが報告されている【Yamamoto and 
Kutsukake, 2006】。FliT は、FlhC に結合することで FlhDC 複合体と DNA の結合を阻害
する。そこで、DnaK が FliT と FlhDC との結合を阻害する、或いは FliT を FlhDC 複合
体から遊離させることで FlhDC 複合体と DNA の結合を促進する可能性がある。しかしな
がら、dnaKJ 欠損株に fliT 欠損変異を導入しても fliA 転写活性は上昇しなかった（data not 
shown）ことから、DnaK は FliT 非依存的に働くと考えられた。又、DnaK が FlhDC と
DNA の結合時に直接関わるか否かをゲルシフトアッセイで検討した結果、精製した FlhDC
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複合体は DnaK 非存在下でも DNA と結合することができた（data not shown）。従って、
FlhDC と DNA の結合に DnaK は直接関与しないと考えられた。第 3 節の結果、FlhDC 複
合体と DnaK が in vivo で直接的に相互作用することが示唆された（Fig3-7）。同様の方法
で dnaKJ 欠損株からの FlhDC 精製を試みたところ、Ni-NTA アフィニティーカラムによ
って FlhDC 複合体を得ることができたが、続くゲルろ過クロマトグラフィーカラムで分離
を行った結果、FlhDC 複合体回収量は僅かであった（data not shown）。このことは、DnaK
非存在下では FlhDC 複合体は形成されるものの、その構造が不安定である可能性を示唆し
ている。従って、DnaK シャペロンシステムは形成された FlhDC 複合体と直接的に相互作
用することで、FlhDC 構造体を安定な立体構造に変換し、標的 DNA 領域との結合を促進
して真の転写活性化因子として機能させている可能性が考えられる。 
DnaK は N 末端にヌクレオチド結合ドメイン、C 末に基質結合ドメインを有する。ADP
結合状態では基質との親和性が高く、逆に ATP 結合状態では基質との親和性が低下する
【Agashe and Hartl, 2000】。ATP 非存在下で形成させた FlhDC-DnaK 複合体に ATP を添
加すると FlhDC から DnaK が遊離したことから（Fig3-8）、DnaK は ATP サイクル依存的
に FlhDC 複合体と特異的に結合することが明らかとなった。これまでにも DnaK がオリゴ
マーを形成したタンパクに特異的に結合してその機能を発揮する例が報告されている。
DnaK の特異的基質のひとつにλP タンパクがある。DnaK は、λDNA の複製開始点に結合
したλO・λP・DnaB 複合体からλP タンパク質を遊離させることでλDNA の複製を開始さ
せる【Yamamoto et al., 1987; Zylicz et al., 1989】。又、P1 プラスミドや F プラスミドの
複製に関わる RepA タンパクに DnaK が結合し、不活性な RepA ダイマーを活性体である
モノマーに変換することでプラスミドの複製を開始させる【Wickner et al., 1991; 
Kawasaki et al., 1992】。いずれの例も DnaK は複合体から、特定のタンパクを遊離させる
働きを持つ。DnaK がオリゴマー形成後のタンパクに作用してその活性発現に関わる例は、
本研究が始めての報告である。一方で、DnaK がフォールディング後の成熟タンパクの活性
発現に関わる例として、前章でも述べたとおりσ32活性調節がある。DnaK はσ32と特異的に
結合することで RNA ポリメラーゼホロ酵素の形成を阻害する他、FtsH プロテアーゼによ
るσ32の分解を促進する【Tatsuya et al., 1998; Tomoyasu et al., 1998】。DnaK によるσ32
の制御機構については、いくつかのグループによって研究が進められているが全面解明に
は至っていない。最近の研究から、DnaK はσ32に結合しその立体構造を変化させることが
報告された【Rodriguez et al., 2008】。σ32と同様、DnaK は FlhDC 複合体に直接作用する
ことで FlhDC 複合体の立体構造を変化させる可能性が考えられる。 
本章では、DnaK が複合体形成後の FlhDC に直接的に作用しその活性発現に関わること
を明らかとした。本研究によって、DnaK シャペロンシステムの新たな特異的基質が見出さ
れた。しかしながら、DnaK による FlhDC 活性発現メカニズムの詳細は不明であり、推測
の域を出ない。又、FlhDC によるべん毛クラス 2 遺伝子の転写活性化機構の詳細について
も未だ解明されていない。従って、DnaK による FlhDC 複合体活性発現制御機構を明らか
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にするためには、DnaK が FlhDC 複合体に与える影響と共に FlhDC によるクラス 2 遺伝
子転写活性化機構を明らかにする必要があると考えられる。本研究で得られた知見をもと
に、DnaK シャペロンシステムによる FlhDC 活性発現機構の詳細を検討することで DnaK
シャペロンシステムの特異的なタンパク活性発現機構の解明において大いに貢献すること
が出来ると考えられる。 
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総括 
 
DnaK シャペロンシステムは、新生タンパクや変性タンパクに非特異的に結合してフォー
ルディングやリフォールディングを介助する機能が広く研究されている。一方で DnaK シ
ャペロンシステムは自発的にフォールディングした特定のタンパクに作用し、特異性の高
い細胞機能の調節を行う例がいくつか報告されているが、このような成熟タンパクに対す
る特異的機能についてはあまり明らかにされていない。 
当研究室ではこれまでに、DnaK が通性細胞内寄生細菌サルモネラの病原性発現に必須な
因子であることを明らかにしてきた【Takaya et al., 2004】。経口感染したサルモネラ
（Salmonella enterica serovar Typhimurium）は、小腸上皮細胞から侵入し、宿主マクロファー
ジ内で増殖することにより全身感染を引き起こす。サルモネラの病原性発現にはタイプ III 分泌シ
ステム（Type III secretion system; TTSS）によってエフェクタータンパクと呼ばれる病原因子を
宿主細胞へ直接輸送することが必須である。そこで、DnaK が TTSS の機能発現に関わる可能性
を考え、この仮説を検討したところ、DnaK が TTSS コードする SPI1（Salmonella pathogenicity 
island 1）の発現に関わることを見出した。さらに、SPI1 と機能及び構造的に類似性の高いべん毛
関連 TTSS の発現にも関与することを明らかとした。本研究では、SPI1 発現制御機構及びべん毛
発現制御機構の検討を通して、DnaK シャペロンシステムの特異的なタンパク機能発現制御機構
の解明に取り組んだ。 
本研究によって得られた結果を以下に要約する。 
 
1. DnaK は、SPI1 の中心的レギュレーターHilA の発現調節を介して、SPI1 レギュロン全体の
発現を正に制御することが明らかとなった。 
 
2. DnaK は、hilA の転写活性化因子 HilD タンパクのターンオーバーを制御することが明らかと
なった。HilD は SPI1 発現を最上流で支配することから、DnaK が HilD を介して SPI1 発現
制御を行う可能性が示唆された。 
 
3. HilD のターンオーバーは、σ32 により開始されるフィードバックコントロールループの中で制御
されており、その結果 SPI1 全体の発現が調節されることが明らかとなった。即ち、DnaK シャ
ペロンは、σ32 を抑制することで SPI1 発現に正の効果をもたらすことが明らかとなった。 
 
4. dnaKJ 欠損により fliA、fliC 転写活性が低下することが明らかとなった。これが、dnaKJ 欠損
株でのべん毛消失の原因であると考えられた。 
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5. DnaK は、複合体形成後の FlhDC を真の転写制御因子へと変換することでべん毛レギュロ
ン全体の発現を活性化することが示唆された。 
 
6. DnaK は FlhDC 複合体と ATP シャペロンサイクルの中で直接的に相互作用することが明ら
かとなった。その結果、DnaK は FlhDC を活性体に変換すると考えられた。 
 
本研究で得られた結果を下図に示す。SPI1 発現は、sigma32 により開始されるフィードバックコ
ントロールループの中で制御されることを明らかとした。SPI1 は上皮細胞侵入能に加え、サルモネ
ラの増殖の場であるマクロファージの細胞死を引き起こすことから、過剰な細胞死を防ぐためにマク
ロファージ内では SPI1 発現が抑制される。マクロファージ貪食が引き金となって誘発される
sigma32 は、マクロファージ内での SPI1 抑制に重要な役割を果たしていると考えられる。即ち
DnaK はストレス応答システムを通して SPI1 発現を調節することで、感染の環境や時間に応じた
サルモネラの病原性発現制御を可能にしていると考えることができる。又、べん毛の発現制御にお
いては、DnaK が複合体形成後の FlhDC に直接的に作用し、真の転写制御因子に変換すること
を見出した。DnaK が複合体形成後のタンパクの活性発現に関わる例は、本研究が初めてである。
DnaK ホモログは広く保存されていることから、生体の恒常性維持及び細胞機能調節に重要な因
子であると考えられる。本研究で得られた結果をもとに、DnaK シャペロンによる FlhDC 複合体の
活性化機構を分子レベルで明らかにすることにより、DnaK シャペロンシステムによるフォールディ
ング後のタンパク機能発現制御機構の解明に大いに貢献することと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. Regulation of SPI1 and flagellar type III secretion systems by DnaKJ chaperone machinery 
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実験の部 
 
材料の項 
 
1) 菌株 
使用した菌株はすべて Table1 に記載した。 
 
Table1 Bacterial strains used in this study 
Strain Relevant propertiesa Reference or source 
S. enterica serovar Typhimuriumb   
χ3306 
CS2021 
CS2022 
CS2055 
CS2103 
CS2140 
CS2144 
CS2279 
CS2280 
CS2281 
CS2501 
CS2743 
CS2744 
CS2745 
CS2911 
CS2955 
CS2956 
CS2958 
CS2962 
CS2967 
CS2968 
CS3072 
CS3077 
CS3194 
CS3211 
Virulent strain, gyrA 
dnaK::Cm in χ3306 
lon::Cm in χ3306 
fliC−lac fljB::Tn10 
lon::Sp in χ3306 
fliA−lac fljB::Tn10 
flhD−lac fljB::Tn10 
fliC−lac fljB::Tn10 in CS2021 
fliA−lac fljB::Tn10 in CS2021 
flhD−lac fljB::Tn10 in CS2021 
CS2021 harbouring pTKY608 
fljB::Tn10 harbouring pZA4lacIq and pTKY594 
fljB::Tn10 clpP::Km harbouring pZA4lacIq and pTKY594 
fljB::Tn10 dnaK::Cm harbouring pZA4lacIq and pTKY594 
fljB::Tn10 clpP::Km dnaK::Cm harbouring pZA4lacIq and pTKY594 
fliA−lac dnaK::Cm clpP::Km fljB::Tn10 
fliC−lac dnaK::Cm clpP::Km fljB::Tn10 
flhD−lac dnaK::Cm clpP::Km fljB::Tn10 
fliA−lac flhD::Tn10 harbouring pTKY705 
fliA−lac flhD::Tn10 dnaK::Cm harbouring pTKY705 
fliA−lac flhD::Tn10 dnaK::Cm clpP::Km harbouring pTKY705 
χ3306 harbouring pDMI1 and pUHE21−2Δfd12 
clpP::Km flhD::Tn10 harbouring pZA4lacIq and pTKY597 
flhD::Tn10 lon::Cm harbouring pDMI1 and pTKY596 
flhD::Tn10 harbouring pDMI1 and pTKY596 
Gulig and Curtiss, 1987 
Takaya et al., 2004 
Takaya et al., 2002 
Tomoyasu et al., 2003 
This study 
Tomoyasu et al., 2003 
Tomoyasu et al., 2003 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
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CS3249 
CS3271 
CS3273 
CS3586 
CS3593 
CS3596 
CS3613 
CS3614 
CS3658 
CS3659 
CS3660 
CS3756 
CS3800 
CS3931 
CS3932 
hilA::Km in CS2021 
CS3249 harbouring pZA4lacIq and pUHE21−2Δfd12 
CS3249 harbouring pZA4lacIq and pTKY748 
χ3306 harbouring pDMI1 and pUHE212−1(rpoH) 
CS2022 harbouring pDMI1 and pUHE21−2Δfd12 
CS2022 harbouring pDMI1 and pUHE212−1(rpoH) 
χ3306 harbouring pTKY821 
CS2021 harbouring pTKY821 
ΔhilD in CS2021 
CS3658 harbouring pTKY797 and pZA4lacIq 
CS3658 harbouring pTKY797 and pBB535 
χ3306 harbouring pDM1 and pTKY720 
lon::Sp in CS2021 
fljB::Tn10 clpP::Km harbouring pTKY705 and pMPM−A4 
fljB::Tn10 clpP::Km harbouring pTKY705 and pTKY842 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
 
E.coli 
  
DH5α 
 
DH5αZ1 
CS5193 
F− recA endA gyrA thi hsdR supE relA Δ(lacZYA-argF) deoR 
φ80lac (ΔlacZ)M15 
DH5α lacIq 
DH5αZ1 harbouring pTKY597 
Our collection 
 
Our Collection 
This study 
a. Abbreviations: Cm, chloramphenicol-resistance; Sp, spectinomycin-resistance; Km, 
kanamycin-resistance 
b. All Salmonella derivatives are originally from strain χ3306. 
 
2) プラスミド 
使用したプラスミドはすべて Table2 に記載した。 
 
Table2 Plasmids used in this study 
Plasmid Relevant propertiesa Reference or source 
pTKY594 
pTKY596 
pTKY597 
pTKY606 
pTKY608 
pTKY651 
pUHE21−2Δfd12 with 932bp flhDC operon, Ap 
pUHE21−2Δfd12 with 350bp flhD fragment, Ap 
pUHE212−1 with flhDC operon, Ap 
pUHE212−1 with 1836bp hilA fragment, Ap 
pMW119 with dnaKJ operon of strain χ3306, Ap 
pUHE21−2Δfd12 with 1050bp hilD fragment, Ap 
Tomoyasu et al., 2003 
Tomoyasu et al., 2003 
This study 
Takaya et al., 2005a 
Takaya et al., 2004 
Takaya et al., 2005a 
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pTKY705 
pTKY720 
pTKY748 
pTKY751 
pTKY797 
pTKY821 
pTKY842 
pBB535 
pUHE212−1(rpoH) 
pCB182 
pDMI1 
pMPM−A4 
pUHE212−1 
pUHE21−2Δfd12 
pZA4lacIq 
p15A derivative with PA1/lacO-1−flhDC operon, Sp 
pUHE21−2Δfd12 with 2352bp lon fragment, Ap 
pUHE21−2Δfd12 with 1836bp hilA fragment, Ap 
pHSG398 with 1485bp 16SrRNA (rssA) fragment, Cm 
pMPM−A4 with hilD fragment from pTKY651, Ap 
pCB182 with 347bp fragment containing lon promoter, Ap 
pMPM−A4 with rpoH gene, Ap 
p15A derivative with PA1/lacO-1−dnaKJ operon, Sp 
pUHE212−1 with rpoH gene, Ap 
Promoter cloning vector, Ap 
lacIq ,Km 
Cloning vector with arabinose inducible promoter, Ap 
N−terminal His−tag vector, Ap 
PA1/lacO-1 system vector, Ap 
lacIq ,Sp 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
Tomoyasu et al., 2001 
Gamer et al., 1992 
Schneider and Beck ,1986
Our collection 
Mayer, 1995 
Gamer et al., 1992 
Gamer et al., 1992 
Our collection 
a. Abbreviations: Ap, ampicillin-resistance; Sp, spectinomycin-resistance; Km, 
kanamycin-resistance 
 
3) 細菌培養用培地 
細菌の培養には以下の培地を用いた。 
 
L−broth 
Tryptone (DIFCO) 10g  
Yeast extract (DIFCO) 5g  
NaCl 5g /L   pH7.4 
L 寒天培地は上記の組成に agar を 1.5%の濃度になるように加えた。 
 
SOC 培地 
Tryptone (DIFCO) 20g  
Yeast extract (DIFCO) 5g  
NaCl 0.584g  
KCl 0.186g /L 
別に MgSO4,MgCl2と glucose を溶解、滅菌し、それぞれ終濃度 10mM、10mM、20mM とな
るように無菌的に混合する。 
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M9 medium 
Na2HPO4・12H2O 3.8g  
KH2PO4 3g  
NaCl 0.5g  
NH4Cl 1.0g /L 
別に glucose、MgSO4、CaCl2、Casamino acid、Vitamin B1 を溶解、滅菌し、それぞれ終濃度
0.4%、2mM、0.1mM、0.4%、0.0005%となるように無菌的に混合する。 
 
M9 medium (for pulse−chase) 
Na2HPO4・12H2O 17.09g  
KH2PO4 3g  
NaCl 0.5g  
NH4Cl 1.0g /L 
別に glucose、MgSO4、CaCl2、18AA、Vitamin B1 を溶解、滅菌し、それぞれ終濃度 0.25%、
1mM、0.1mM、40mg/mL、0.0005%となるように無菌的に混合する。 
 
4) 培養細胞及び培地 
Intestine−407 細胞は杏林大学の神谷博士に分与いただき、培養には DMEM (Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium: SIGMA )を用いた。添加した FBS (Fetal bovine serum)は JRH 
Bioscience 社製のものをロットチェックにより、本細胞の培養に適したロットを選択して購入
した。 
 
5) 抗体及び抗血清 
S. enterica serovar Typhimurium の SipC、HilA、HilD、Lon に対する各抗血清は北海道医
療大学歯学部の磯貝恵美子博士に作成していただいた。FliC に対する抗血清は、岡山大学理学
部の沓掛和弘博士から分与いただいた。σ32に対する抗血清は、Dr. B.Bukau から分与いただい
た。DnaK に対する抗体は、Stressgen 社から購入した。イムノブロッティングの 2 次抗体には
アルカリフォスファターゼ標識抗ウサギ IgG ヤギ抗体または、アルカリフォスファターゼ標識
抗マウス IgG ヤギ抗体(Jackson Immuno Research)を用いた。 
 
6) 薬剤 
Ap、Cm、Km、Sp は和光純薬株式会社、Gm、Nal は SIGMA 社よりそれぞれ購入した。 
 
7) 酵素試薬 
制限酵素はタカラバイオ、ニッポンジーン、New England Biolabs、東洋紡績、SIGMA、Roche
の各社より購入した。QIAEX II Gel Extraction Kit は QIAGEN より、Thermo Sequenase 
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fluorescent labeled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP は GE ヘルスケアバイオ
サイエンス社よりそれぞれ購入した。 
 
8) アガロースゲル及びアクリルアミドゲル電気泳動 
アガロースはニッポンジーンおよび Cambrex 社より購入した。アクリルアミド、N-N’ メチ
レンビスアクリルアミド、過硫酸アンモニウム、SDS、CBB、TEMED は和光純薬株式会社よ
り購入した。 
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方法の項 
 
1) 染色体 DNA の調製【Stauffer et al., 1981】 
Stauffer らの方法に従い以下のように調製した。 
まず菌を対数増殖期後期まで培養し、培養液 40mL を集菌する。菌体に 0.15M NaCl−0.1M 
EDTA を 2.5mL 加える。懸濁後、0.1M NaCl−0.1M Tris-HCl pH8.0−1% SDS 溶液を 15mL 加
え転倒混和し、−80℃で凍結させ、その後 65℃で融解する。凍結融解を 3 回繰り返した後、等
量(15mL)の Tris-saturated phenol を加え、20 分間転倒混和する。室温で遠心分離(16000×g、
10min)後、水層を分取、等量（15mL）の CIAA を加え、10 分間転倒混和する。室温で遠心分
離(16000×g、10min)後、水層を分取し、エタノール 30mL 加え、染色体 DNA を析出させ、回
収する。70%エタノールを 800μL 加え、4℃で遠心分離（18000×g、5min)後、上清を完全に除
去する。減圧乾燥後、TE buffer 300μL に膨潤させる。 
 
TE buffer 
10mM  Tris-HCl pH8.0 
1mM  EDTA pH8.0 
 
2) プラスミド DNA の調製【Sambrook et al., 1989】 
Alkaline lysis 法により調製を行った。 
まずプラスミド保持菌を対数増殖期後期まで培養し、培養液 3mL を集菌する。菌体に Solution 
I を 60μL 加える。懸濁後、10mg/mL Lysozyme 溶液を 40μL 加え攪拌し、5 分間室温放置する。
次に Solution II を 200μL 加え、転倒混和後、氷上 5 分間放置する。さらに 3M 酢酸カリウム溶
液を 150μL 加えて転倒混和後、氷上 10 分間放置する。4℃で遠心分離（18000×g、10min）後、
上清を分取、等量（450μL）の Tris-saturated phenol を加え、5 分間転倒混和する。室温で遠
心分離（16000×g、5min）後、水層を分取、等量（450μL）の CIAA を加え、3 分間転倒混和
する。室温で遠心分離（16000×g、5min）後、水層を分取し、エタノール 1mL を加え 5 分間室
温放置する。室温で遠心分離（16000×g、5min）後、上層を除去する。80%エタノールを 800μL
加え、室温で遠心分離（16000×g、5min）後、上清を完全に除去する。減圧乾燥後、TE buffer 
20μL に膨潤させる。 
プラスミドDNAを塩基配列決定に用いる場合には以下に示すRNase処理およびPEG沈殿を
行った。まず RNaseA を終濃度 10μg/mL となるように DNA 溶液に加え、37℃で 30 分間イン
キュベートする。そこに 0.6 倍量の 20% PEG8000/ 2.5M NaCl 溶液を加え、1 時間以上氷上に
放置する。4℃で遠心分離（18000×g、15min）後、上層を完全に除去し、エタノールで洗浄す
る。4℃で遠心分離（18000×g、15min）後、上層を完全に除去し、減圧乾燥後、TE buffer 20μL
に膨潤させる。 
収量は制限酵素反応後、アガロースゲル電気泳動を行い、ethidium bromide 染色像から推定
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した。 
 
Solution I      Solution II 
25mM  Tris-HCl pH8.0 1%  SDS 
10mM  EDTA pH8.0 0.2%  NaOH 
50mM  ｇlucose    
 
Tris-saturated phenol 
phenol containing 0.1% hydroxyquinoline equilibrated with an equal volume of 0.4M Tris  
 
CIAA 
Chloroform: Isoamylalchol = 24: 1 (v/v) 
 
3) 制限酵素反応【Sambrook et al., 1989】 
制限酵素反応は各社の示す相対活性データを参考に、適当な Reaction buffer を用いて行った。
反応は37℃で2時間から4時間行った。反応の進行はアガロースゲル電気泳動により確認した。 
 
4) DNA の電気泳動【Sambrook et al., 1989】 
DNA の電気泳動は制限酵素反応液などに Stop dye solution を 1/5 容量加えて反応を停止し、
0.8～1.2%のアガロースゲルを用いて TAE buffer 中でサブマリン型 AH-13（和科盛）または、
Mupid®-2（コスモバイオ）を用いて 100V の定電圧で電気泳動を行った。泳動後ゲルは 1μg/mL 
ethidium bromide 溶液中で 15 分間染色した後、数回水洗いしトランスイルミネーターFAS II
（東洋紡績）により DNA バンドを観察した。DNA フラグメントのサイズはλファージ DNA（タ
カラバイオ）の HindⅢ消化物をサイズマーカーとすることにより算出した。 
 
TAE buffer 
40mM  Tris-acetate pH8.0 
1mM  EDTA pH8.0 
 
5) DNA 断片の精製 
DNA 断片はアガロースゲル電気泳動後、ethidium bromide 染色像より断片のある部分のゲル
を切り出し、QIAEX II Gel Extraction Kit（QIAGEN）により精製した。 
 
6) ライゲーション 
DNA 断片の結合は T4 DNA ligase (Roche)を用いた。反応条件などは添付文書に従った。 
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7) 形質転換 
大腸菌とサルモネラの形質転換にはそれぞれ（1）CaCl2法、（2）Electroporation 法を用いた。 
(1) CaCl2法【Madel and Higa, 1970】 
50mM CaCl2溶液処理により、competent cell を調製した。この competent cell 200μL に適
当量の DNA を加え氷上に 30 分間放置し、42℃で 30 秒間熱ショックを与え、1mL の SOC
培地を加えて 30℃で 1 時間培養した。この菌液を適当な薬剤を含む寒天平板上に塗布し一晩
培養した。 
(2) Electroporation 法【Calvin and Hanawalt, 1988】 
Electro competent cell は、菌体を 1mM HEPES pH7.2 で 4 回洗浄した後、10% glycerol に
懸濁して調製した。Electro competent cell 50μL に適当量の DNA 溶液を加え、軽く混和後、
キュベットに移し、1800V の条件で EasyiecT Prima (EUIBIO) を用いて形質導入を行った。
菌液を SOC 培地 1mL 中で 30℃、1 時間培養した後に適当な薬剤を含む寒天培地上に塗布し
一晩培養した。 
 
8) P22 トランスダクション 
供与菌を適量接種した L-broth に P22 ファージを適量加え 37℃で振盪した。溶菌した菌液に
クロロホルムを加え 37℃で 30 分振盪し、遠心後の上清を分取して Lysate とした。Lysate と一
晩培養した受容菌液を選択薬剤入りの寒天平板上で混和し塗布した。 
 
9) オリゴ DNA 
クローニング用のDNAプライマーは、Operon社 及びSigma Genosys社に合成を依頼した。
Table3 に用いたプライマーを示した。 
 
Table3 Synthesized oligo DNA used in this study 
Primer Purpose Annealing site Sequence 
hilA-F 
hilA-R 
lon-F 
lon-R 
hilA P1-F 
 
hilA P2-R 
hilA 
hilA 
Plon  
Plon  
Δ hilA 
 
Δ hilA 
−17→+9 
+1791→+1817 
−142→−122 
+184→+205 
−40→−1 
 
+1662→+1702 
GAGAGTACACTAGATCTATGCCACAT 
TCATCGCCGATTCCAGCTGGGCGATA 
AAACAGGATCCGCAGGCTTCT 
CGTAGAAGCTTCCAGACAACG 
TATTATAACTTTTCACCCTGTAAGAGAATACA
CTATTATCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 
TCGATGATAAAAAAATAATGCATATCTCCTCT
CTCAGATTCATATGAATATCCTCCTTA 
 
10) PCR 法 
PCR は TaKaRa PCR Thermal Cycler MP（タカラバイオ）を用いて行った。Ex 及び LA Taq 
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polymerase（タカラバイオ）と添付の 10×Buffer を用いて、通常 50μL のスケールで反応を行
った。 
 
11) サザンハイブリダイゼーション【Southern, 1976】 
染色体 DNA を制限酵素で切断した後、約 1μg の DNA を 1%アガロースゲル電気泳動により
分画し、ニトロセルロース膜（IMMOBILON NY+; Millipore）に転写した。プローブは AlkPhos 
Direct（GE ヘルスケアバイオサイエンス）を用いて標識及び検出を行った。 
 
12) 電気泳動用細菌および分泌タンパク画分の調製 
細菌タンパク画分は回収した菌体を電気泳動用 sample buffer に懸濁し、94℃5 分間熱処理し
た後、4℃で遠心分離（16000×g、10min）を行い、電気泳動用サンプルとして用いた。 
分泌タンパク画分を調製する菌体は、一晩静置培養した菌液を L-broth に 20 倍希釈し、30℃、
好気性条件下で OD600=0.5 まで培養した。この後、目的の終濃度になるよう IPTG を加え、2
時間培養した。この培養液を 4℃で遠心分離（13000×g、30min）を行い、上清を回収後、Millex-HV 
filter(0.45μm-pore-size; Millipore)を用いて菌体を完全に取り除いた。終濃度 10%になるように
TCA を加え、数分間氷上に放置した後、4℃で遠心分離（16000×g、10min）し、アセトンで洗
浄、再度 4℃で遠心分離（16000×g、5min）を行い、分泌タンパクを回収した。1/100 倍量の
sample buffer に懸濁し、94℃5 分間熱処理した後、電気泳動用サンプルとして用いた。 
 
sample buffer 
0.05M  Tris-HCl pH6.8 
2%  SDS 
5%  β−mercaptoethanol 
適宜  BPB 
 
13) SDS-PAGE によるタンパクの分離【Laemmli, 1970】 
10、12.5、15%ポリアクリルアミド濃度のゲルを用いて Laemmli の方法に従って行った。ア
クリルアミドゲル（130×150×1mm）、泳動にはマリソル垂直型スラブ電気泳動装置（日本エイ
ドー）を使用し、泳動は 40mA の定電流で行った。分子量マーカー（GE ヘルスケアバイオサ
イエンス又は Bio-Rad）を同時に泳動した。染色は CBB を用い、7%酢酸、25%メタノールで脱
色した。 
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Separating gel       Stacking gel 
適宜  30%アクリルアミド溶液*  4.5%  30%アクリルアミド溶液* 
0.375M  Tris-HCl pH8.8  0.125M  Tris-HCl pH6.8 
0.1%  SDS  0.1%  SDS 
0.1%  APS  0.6%  APS 
0.1%  TEMED  0.2%  TEMED 
 
＊30% アクリルアミド溶液 
30%  アクリルアミド 
1.2%  Bis 
 
Running buffer 
Tris  3.0g 
Glycine  14.4g 
SDS  1.0g/ L pH8.3 
 
14) 二次元ゲル電気泳動 
30℃で一晩培養した培養液から、TCA 沈殿（方法の項-12）により分泌タンパクを回収し、サ
ンプルとして用いた。TCA 沈殿により回収した分泌タンパクを、膨潤バッファーに懸濁し、
ReadyStrip （pH3-10、11cm; Bio-Rad）に添加して Protean IEF cell （Bio-Rad）により 50V、
20℃で 12 時間膨潤後、等電点電気泳動を行った。その後、ReadyStrip を SDS-PAGE 平衡化バ
ッファー（2% DTT 含有）中で 10 分間、次いで SDS-PAGE 平衡化バッファー（2.5% ヨード
アセトアミド含有）で 10 分間振盪後、SDS-PAGE（方法の項-13）により展開した。 
 
 膨潤バッファー      SDS-PAGE 平衡化バッファー 
8M  Urea 6M  Urea 
0.5%  Nonidet P-40 0.375M  Tris pH8.8 
10mM  dithiothreitol 2%  SDS 
0.2%  Bio-Lyte 3/10 
(Bio-Rad, Hercules, Calf)
20%  Glycerol 
 
15) N 末アミノ酸配列決定 
目的のタンパクを含むサンプルを二次元電気泳動により分離後、Immobilon-P transfer 
membrane (Millipore) に転写し、CBB 染色を行った後 50%メタノールで脱色した。目的のタ
ンパクを含むスポットを切り出し、Shimadzu PPSQ-21 Protein Sequencer (島津製作所) によ
り解析した。 
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16) 質量分析法 
二次元電気泳動により分離したタンパクから目的のタンパクを含むスポットを切り出し脱色
後、エンドペプチダーゼ Lys-C またはトリプシン溶液 (Promega) により 37℃で一晩タンパク
を分解した。ペプチド溶液を Zip-Tip18 pipette tips (Millipore)を用いて脱塩した後、
matrix-assisted laser desorption ionization (mass spectrometry) または MS/MS システム 
(ABI QSTAR Pulse i (ABI)) により解析した。 
 
17) イムノブロッティング【Burnett, 1981; Towbin et al., 1979】 
方法の項 13)に従い、電気泳動によりゲル上に展開した菌のタンパクを TRANS-BLOTTM 
CELL (Bio-Rad)を用いて Immobilon-P PVDF 膜(Millipore)に転写し、膜上のタンパクを一次抗
体および二次抗体と反応させた後、一次抗体と反応したタンパクを二次抗体に結合しているアル
カリフォスファターゼ活性を利用して 0.3mg/mL NBT および 0.15mg/mL BCIP を用いて検出
した。 
 
18) パルス−チェイス法による半減期算出 
菌株を 0.25%グルコースと 40mg/mL の 18 アミノ酸（メチオニンとシステインを除く）と
2mg/mL のチアミンを添加した M9 medium で、37℃で OD600=0.5 まで培養した。終濃度 10μM 
IPTG により 5 分間タンパク産生を誘導した後、菌体を 3.7Mbq/mL の[35S]-メチオニン、システ
イン（Protein labeling mix; >37Tbq/mmol; GE ヘルスケアバイオサイエンス）で 1 分間ラベル
後、200μg/mL の非標識メチオニン、システインでチェイスした。培養後、一定量のサンプルを
採取し、TCA（終濃度 5%）を加えて氷上で 15 分間放置し、遠心分離（15000×g、2min）を
行った。沈殿物をアセトンで洗浄し、SDS buffer に懸濁した。1mL RIPA buffer をサンプルに
加え、遠心分離（15000×g、5min）後、得られた上清に抗 FlhD 抗血清を加え、4℃で一晩攪
拌して免疫沈降を行った。免疫複合体を回収するため、protein A-sepharose beads（GE ヘルス
ケアバイオサイエンス）を添加し、4℃で 1 時間攪拌した。遠心分離後、沈殿物を RIPA buffer
で二回洗浄後、10mM Tris-HCl pH8.0 で一回洗浄し、最後に 40μL の電気泳動用 sample buffer
に溶解させた。それぞれのサンプルは 15% SDS-PAGE を行い、FlhD に取り込まれた放射活性
を Pharos FX（Bio-Rad）を用いて検出した。検出されたバンドの定量・解析は、Quantity One
（Bio-Rad）で行った。 
 
 
 
 
 
 
 
実験の部                                方法の項 
 - 62 -
SDS buffer      RIPA buffer 
1%  SDS  1%  Triton X-100 
1mM  EDTA  1%  Na-DOC 
50mM  Tris-HCl pH8.0  0.1%  SDS 
    0.15M  NaCl 
    50mM  Tris-HCl pH8.0 
    0.1mM  EDTA 
 
19) タンパク合成阻害剤添加法による半減期算出 
菌株を 500μM IPTG を添加した L-broth で 30℃、OD600=0.5 まで培養した。続いてアラビノ
ース（終濃度 0.005%）を添加し、30℃で 30 分間 hilD 発現を誘導した後、テトラサイクリン（終
濃度 100μg/mL）、グルコース（終濃度 2%）を加え、新規タンパクの合成を停止させた。経時的
に一定量のサンプルを採取し、TCA（終濃度 10%）を加えて氷上で 15 分間放置した後、4℃で
遠心分離（10000×g、15min）を行った。沈殿物をアセトンで洗浄し、電気泳動用 sample buffer
に溶解させた。それぞれのサンプルは 10% SDS-PAGE で展開し、イムノブロット法により HilD
タンパクを検出した。各サンプルの HilD 量を Quantity One（Bio-Rad）で定量した。 
 
20) N-His6タンパクの精製と抗体の精製 
(1) His6×HilA の精製 
IPTG 添加により N 末端に His6-tag が付加された HilA を発現するプラスミド pTKY606 を導
入した E.coli DH5αZ1 を L-broth 3L で 30℃、OD600=1.2 まで培養後、IPTG を終濃度 1mM
となるように加え、一晩培養した。培養液を遠心して菌体を回収し、冷やした 1mg/mL 
Lysozyme を含む Lysis buffer を 30mL 加えて懸濁し、−80℃で凍結後、30℃で融解した。融
解した菌液をソニケーターで超音波破砕した後、4℃で遠心分離（4000×ｇ、30min)を行い、
上清を回収して超遠心分離（10000×g、1hr）を行った。上清を Ni2+-NTA superflow カラム
に通し、20mM イミダゾールを含む A buffer で洗浄後、0→250mM イミダゾール直線勾配に
より目的のタンパクを溶出した。各フラクションのタンパク濃度を Bradford 法、SDS-PAGE
により確認後、目的タンパク量が最も多いフラクションを HiLoad 26/60 Superdex75 ゲルろ
過クロマトグラフィーカラム（Ammersham-Pharmacia Biotech)に通して、B buffer で溶出
させたものを精製タンパクとした。 
 
Lysis buffer  
50mM  NaH2PO4 
300mM  NaCl 
10mM  imidazole 
adjust pH to 8.0 using NaOH 
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A buffer    B buffer  
50mM  NaH2PO4  40mM  KPO4 
300mM  NaCl  100mM  KCl 
adjust pH to 8.0 using NaOH  5%  Glycerol 
    adjust pH to 8.0 using NaOH 
 
(2)CNBr カラムを用いた抗血清からの HilA 抗体の精製 
ゲルろ過カラムにより精製した His6×HilA タンパクを C buffer を用いて一晩透析し、再び新
しい C buffer で 3 時間透析後、得られたタンパク溶液を Minicon Concentrator (Millipore)
を用いて、10 倍濃縮した。1mM HCl で膨潤させた CNBr-activated SepharoseTM 4 Fast Flow 
(Amersham Biosciences)を、C buffer で懸濁後、濃縮タンパクを加えて 4℃で一晩反応させ
た。結合していないタンパクを C buffer で洗浄した後、0.1M Tris-HCl pH8.0 を加えて氷上
に 2 時間放置し、未反応 CNBr を不活性化させた。D buffer で 3 回、E buffer で 3 回、C buffer
で 3 回、TBST で 2 回、CNBr を洗浄した後に抗血清を加え、4℃で 2 時間反応させた。CNBr
をカラムに充填した後、抗体を Buffer A、100mg/mL BSA、Buffer B を順に用いて溶出させ
た。得られた各フラクションをニトロセルロース膜（Bio-Rad)にスポットし、膜上の一次抗体
を二次抗体と反応させた後、一次抗体と反応したタンパクを二次抗体に結合しているアルカリ
フォスファターゼ活性を利用して 0.3mg/mL NBT 及び 0.15mg/mL BCIP を用いて検出した。
Buffer A、Buffer B で得られたそれぞれピークのフラクションを集めて硫安を加え、1 時間氷
上放置して沈殿させた後、超遠心分離（55000rpm、30min)を行い回収した沈殿物を 50% 
Glycerol で懸濁しそれぞれ pH 抗体、変性抗体とした。イムノブロットには、Buffer B によ
り溶出させた変性抗体を用いた。 
 
C buffer       D buffer 
100mM  NaHCO3  100mM  Tris-HCl pH8.0 
500mM  NaCl  500mM  NaCl 
 
E buffer 
100mM  Acetic Acid 
500mM  NaCl 
 
Buffer A       Buffer B 
5mM  Glycine-HCl pH2.3  3M  NH4SCN 
500mM  NaCl  150mM  KCl 
0.5%  Tween20  10mM  Na-PB pH6.0 
10%  BSA  10%  BSA 
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21) タンパク定量法【Bradford,1976】 
Bradford の方法に従って行った。 
ウシ血清アルブミン Fraction V を標準タンパクとして用いた。 
 
22) FlhDC-DnaK 複合体の精製 
L-broth、30℃で一晩培養した菌液を L-broth 2L に 1/100 希釈し、30℃で一晩培養した後、
IPTG を終濃度 1mM となるように加え 3 時間振盪培養した。4℃で遠心分離（6000×g、15min）
を行い回収した菌体を生理食塩水で洗浄した後、再び 4℃で遠心分離（6000×g、15min）を行
って上清を完全に除去した。菌体に Lysis buffer 30mL を加えて懸濁し、lysozyme 30mg（終濃
度 1mg/mL）を加えて、−80℃で凍結後、30℃で融解した。融解した菌液をソニケーターで超
音破砕した後、4℃で遠心分離（4000×ｇ、30min)を行い、上清を回収して超遠心分離（10000
×g、1hr）を行った。得られた上清に Ni2+-NTA ビーズを加え、4℃で 1 時間転倒撹拌し、タン
パクをビーズに吸着させた。10mM イミダゾールを含む A buffer で非特異的に吸着したタンパ
クを溶出させた後、20mM→250mM イミダゾール勾配により、目的タンパクを溶出した。得ら
れた画分のタンパク濃度を Bradford 法、SDS-PAGE により確認後、目的タンパク量が最も多
い画分を Superose12 ゲルろ過クロマトグラフィーカラム（Ammersham-Pharmacia Biotech）
に通して F buffer で溶出させたものを精製タンパクとした。 
 
Lysis buffer 
50mM  NaH2PO4 
300mM  NaCl 
10mM  imidazole 
adjust pH to 8.0 using NaOH 
 
A buffer                   F buffer 
50mM  NaH2PO4  20mM  Tris-HCl pH8.0 
300mM  NaCl  100mM  NaCl 
adjust pH to 8.0 using NaOH  0.1mM  EDTA 
    1mM  MgSO4 
    0.1mM  DTT 
    10%  Glycerol 
 
23) FlhDC 複合体の精製 
L-broth、30℃で一晩培養した菌液を L-broth 3L に 1/100 希釈し、30℃で一晩培養した後、
IPTG を終濃度 1mM となるように加え 3 時間振盪培養した。4℃で遠心分離（6000×g、15min）
を行い回収した菌体を生理食塩水で洗浄後、再び 4℃で遠心分離（6000×g、15min）を行って
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上清を完全に除去した。菌体に G buffer 10mL を加えて懸濁し、lysozyme 10mg を加えて氷上
で 30 分間放置した後、ソニケーターで超音波破砕した。その後、4℃で遠心分離（6000×g、
15min）を行い上清分取後、4℃で超遠心分離（100000×g、30min）を行い完全に菌体を除去
した。超遠心後の菌体を MILLEX-HV（0.45μM pore size; Millipore）に通した後、Ni2+-NTA 
Superflow カラムに吸着させた。H buffer で洗浄し、カラムに非特異的に吸着したタンパクを
溶出除去し、I buffer で目的タンパクを溶出した。得られた FlhDC 溶出画分を HiLoad26/60 
Superdex75 ゲルろ過クロマトグラフィーカラム（Amersham-Pharmacia Biotech）に通して J 
buffer で溶出させたものを精製タンパクとした。 
 
G buffer    H buffer 
50mM  NaH2PO4  50mM  NaH2PO4 
300mM  NaCl  50mM  Na2HPO4 
10mM  imidazole  20mM  imidazole 
adjust pH to 8.0 using NaOH  10%  Glycerol 
    adjust pH to 8.0 using NaOH 
 
I buffer                                       J buffer
  
50mM  NaH2PO4  20mM  HEPES-KOH 
50mM  Na2HPO4  100mM  NaCl 
250mM  imidazole  1mM  MgSO4 
10%  Glycerol  0.1mM  DTT 
adjust pH to 8.0 using NaOH  10%  Glycerol 
    adjust pH to 7.6 using NaOH 
 
24) Crude lysate の調製【McCarty and Walker,1991; Cegielska and Georgopoulos, 1989】 
L-broth で一晩培養した菌液を 300mL の L-broth に希釈し、30℃で対数増殖期後期まで培養
後、4℃で遠心分離（6000×g、10min）を行い上清除去した。K buffer で洗浄後、再び 4℃で
遠心分離（6000×g、10min）を行い上清除去後、1mL の K buffer に再懸濁した。超音波破砕
を行った後、4℃で遠心分離（14000×g、10min）を行って上清を回収し、これを Crude lysate
として用いた。 
 
K buffer 
25mM  HEPES-KOH pH7.6 
50mM  KCl 
5mM  β-mercaptoethanol 
10%  Glycerol 
実験の部                                方法の項 
 - 66 -
25) Binding assay【McCarty and Walker,1991; Cegielska and Georgopoulos, 1989】 
方法の項 23)に従い精製した FlhDC複合体にNi2+-NTA Superflow beads（QIAGEN）を加え、
4℃で 1 時間転倒撹拌した。方法の項 24)に従い精製した crude lysate を加えて 4℃で 2 時間転
倒撹拌後、4℃で遠心分離（1500×g、10min）を行い上清除去した。K buffer で洗浄し、4℃で
遠心分離（1500×g、5min）後、上清を除去した。再び K buffer（2mM Mg-ATP を含む）を加
えて 37℃で 30 分間インキュベートした。4℃で遠心分離（1500×g、5min）を行い上清除去後、
10mM EDTA 含有電気泳動用 sample buffer で懸濁した。94℃、5 分間熱処理し急冷した後、4℃
で遠心分離（15000×g、10min）を行い、電気泳動用サンプルとして用いた。 
 
26) 上皮細胞様培養細胞株の培養 
Intestine-407 の培養は、10%FBS を添加した DMEM 培地中で 5%CO2、95%空気を含むガス
及び飽和水蒸気存在下、37℃で行った。数日間の培養の後、25または75cm2の培養ビンに70-90%
飽和（monolayer）まで細胞を増殖させた後、0.25%トリプシン-EDTA 溶液処理により細胞を
剥がし、HBSS 洗浄後、1×105cells/mL になるように細胞増殖用培地で希釈し、継代した。 
 
27) 上皮細胞への付着と上皮細胞内生菌数の測定 
Galan ら【Galan and Curtiss,1989】の方法に従って行った。 
24 ウェルプレートに Intestine-407 を 2×105 cells/well で 5% CO2、95%空気を含むガス及び
飽和水蒸気存在下、37℃で一晩培養した。培地を取り除き HBSS で 3 回洗浄した後、HBSS で
洗浄した菌体を moi10 で加え、5% CO2、95%空気を含むガス及び飽和水蒸気存在下、30℃、2
時間培養し、付着させた。HBSS で 3 回洗浄した後、10% FBS 及び Gm 100μg/mL を添加した
DMEM を加え、5% CO2、95%空気を含むガス及び飽和水蒸気存在下、30℃、3 時間培養し、
細胞外に存在する菌体を殺菌した。培地を取り除いた後、HBSS で 3 回洗浄し、0.2% TritonX-100
（SIGMA）を加えて細胞を溶解することにより細菌液を回収した。この細菌液を BSG で段階
希釈した後、Nal 25μg/mL もしくは Ap 12.5μg/mL、Km 12.5μg/mL などの適当な薬剤を含む
L-agar に塗布し、30℃で一晩培養し、生菌数を測定した。 
 
28)  β-ガラクトシダーゼ測定【Miller, 1972】 
L-broth 5mL、30℃で一晩静置培養した菌液を、L-broth 5mL に 1/20 希釈し 30℃で OD600=0.5
まで振盪培養した。氷中に 20 分放置した後、4℃で遠心分離（13000×g、30min）を行い、回
収した菌体を 5mL の PBS に懸濁したものをサンプルとし、一部を採取して OD600を測定した。
0.2mL のサンプルを 0.8mL の Z buffer と混合し、40μL のクロロホルムと 20μL の 0.1% SDS
溶液を加えてボルテックスにより菌体を溶菌させた。28℃で 5 分間プレインキュベーションし
た後、0.8mg の ONPG(0.4mg/mL in Na-PB pH7.0)を加えて 28℃で反応を行った。OD420が 0.6
～0.9 になるまで反応した後、0.5mL の 1M Na2CO3溶液を加えて反応を停止し、OD420と OD550
を分光光度計により測定した。Miller Unit は以下の式で算出した。 
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Unit = 1000 × (OD420 - 1.75 × OD550) / t × v × OD600 
t = 反応時間（分）  v = アッセイに使用した菌体液の量（mL） 
 
Z buffer 
60mM  Na2HPO4 
40mM  NaH2PO4 
10mM  KCl 
1mM  MgSO4 
50mM  β-mercaptoethanol 
 
29) RNA の抽出 
菌をL-broth、30℃にてOD600=0.5まで培養し、菌液の2倍量のRNA Protect Bacteria Reagent 
(QIAGEN)を入れ、遠心分離(8000rpm、10min)を行い上清除去した。得られた菌体から RNeasy® 
Mini Kit (QIAGEN)を用いて RNA を抽出した。又、混入する恐れのある DNA は RNase-Free 
DNase Set (QIAGEN)を用いて取り除いた。反応条件などは添付文書に従った。 
 
30) RT-PCR 
RNA 1μg から、Quantitect® Reverse Transcription(QIAGEN)を用いて、逆転写反応を行い
cDNA を合成した。PCR に用いたプライマーは Operon 社に合成を依頼した。用いたプライマ
ーは Table4 に示した。PCR 反応は、Mx3000PTM(STRATAGENE)で行った。既知濃度の目的
遺伝子を有するプラスミドを用いて検量線を作成し、目的 mRNA のコピー数を算出した。 
 
Table4 Synthesized oligo DNA used in this study 
Primer Purpose Sequence 
16S rRNA-1354F 
16SrRNA-1417R 
hilA-1256F 
hilA-1363R 
hilD 
hilD 
16SrRNA(rssH) 
16SrRNA(rssH) 
hilA 
hilA 
hilD 
hilD 
GAATGCCACGGTGAATACGTT 
ACCCACTCCCATGGTGTGA 
CCGAGAGTCTGCATTACTCTATCGT 
TATCCTTAACACTGCGGCAGTTC 
ACTCGAGATACCGACGCAAC 
CTTCTGGCAGGAAAGTCAGG 
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